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Dr. Seres Adrienn: A heretej 6sztrogénhatasanak vizsgalata patkanyban — SZTE,
Gyoégyszertudomanyok Doktori Iskola

ABSTRACT

Numerous honeybee products are used in medicine, but the literature furnishes no
information concerning effects of the drone milk (DM), although drone brood which is similar
to DM was reported to elicit hormone-like strengthening effect. In certain countries, DM is
traditionally used to treat infertility and to promote vitality in both men and women. The aim
of this study was to determine the putative estrogen hormone-like effect of raw DM in rats and
to identify effective compounds.

Uterotrophic assays revealed that DM increased the relative weight of the immature rat uterus.
This effect was confirmed by RT-PCR and Western blot methods in which the mRNA and
protein expressions of estrogen-dependent complement component C3 peptide were
determined. Column chromatography and uterotrophic assays were used to fractionate and
check bioactivity, respectively.

The active compound after the last fractionation was identified by NMR and MS techniques as
E-dec-2-enedioic acid, which is very similar to fatty acids with estrogenic activity that were
isolated earlier from royal jelly.

These results lead us to suppose that E-dec-2-enedioic acid is responsible for the estrogen-like
effect of DM. This appears to be the first report on the pharmacological effects of DM and E-
dec-2-enedioic acid in mammalians.

|. Bevezetés

A fitodsztrogének - melyek szadmos kiilonb6z6 komponenst foglalnak magukba,
ugymint flavanoidok, lignanok, kumesztanok, stilbének -, olyan névényi szarmazékok, melyek
szerkezeti és funkcionalis hasonldsagot mutatnak a 173-6sztradiollal (1). Szamos kézlemény
sziiletett a szintén dsztrogénhatasu szoja izoflavanoidokrol, mint példaul a daidzein, és aktiv
metabolitja az equol, a genistein ill. a glycitein (2). Ezek a jél ismert vegyiiletek enyhitik
menopauza tiineteit, az éjszakai izzadast, a hangulatingadozasokat (3), mivel képesek kotédni
az 0sztrogén receptorhoz (4; 5).

A novényi szteroloknak fontos szerepe van a rovarok életében is, hiszen ezekbdl az
anyagokbdl kiindulva a rovarok képesek szamos enzim (hidroxilazok, dehidrogenazok)
segitségével sajat hormonjaik eldallitisara (6). A mézel6 méhek fitoszterinekbdl olyan
ekdiszteroidokat allitanak el8, melyek szabalyozzadk vedlésiiket, atalakulasukat és
szaporodasukat (7). Az ekdiszteroidok, mint példaul a 20-hidroxiekdizon anabolikus hatassal
rendelkeznek (8). Mindezek mellett szamos a méhpempd6bdl izolalt zsirsavréol (10-hidroxi-
trans-2-dekanoatsav és szarmazékai) igazoltdk kiilonb6z6 sejtvonalakon, hogy kotédik az
Osztrogén receptorhoz és hipertrofizalja a patkanyok miometriumat (9). Ezen in vitro és in vivo
eredmények alapjan a méhpempd a hormonp6tld terapia alternativaja lehet menopauzaban
(10) és jotékony hatasi a kiillonboz6 fertilitasi problémak kezelésében (11).

Kevéssé ismert, hogy a méhkiralyn6hoz hasonléan, a hereméheknek sajat, specialis
taplalékuk van, melyet heretejnek neveznek. A heretej, mint kilén méhészeti termék az
angolszdsz szakirodalomban ismeretlen, habar a hereméhek fészekaljat Kinaban,
Oroszorszagban és Erdélyben tradicionalisan klimax, szexualis problémak kezelésére
alkalmazzak, mindemellett altalanos roborald szerként is jelen van a népgyogyaszatban.
Romanidban példaul az Apilarnilt, amely fagyasztott hereméh fészekaljat tartalmaz,
alkalmazzdk idés emberek rehabilitdsira és aktivitisuk fokozasara (11). A hereméhek
fészekaljanak f6 komponense a heretej, mely a dolgoz6 méhek garatmirigyének a valadéka, de
mar nem tartalmazza a larva és a bab fejl6dési alakokat. A heretejet méhészek a mézhez
hasonléan pergetéssel készitik és a hereméh fészekaljhoz hasonl6 felhasznalasi terileten
alkalmazzak a népi gyogyaszatban.
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Mivel a méhpempd 6sztrogénhatast mutat az emlGs szervezetben és ugyanaz a mirigy
végzi az elvalasztasat mind a heretejnek, mind a méhpempdnek, igy vizsgalatainkban célul
tliztik ki a heretej lehetséges Osztrogénhatasanak a feltérképezését és a hatasért felelGs
komponens feltarasat.

I1. Modszerek és anyagok

I.1. Heretej gyiijtése

A heretejet repceviragzaskor, késé tavasszal gyiijtotték, magan méhészetben
készitették el, levalasztva a larva és bab alakokat. A nyers heretejet mianyag
fagyasztocsdvekbe szétosztottuk és a kisérletek megkezdéséig -20°C-on tartottuk.

11.2. Uterotrop teszt

Az éllatkisérleteket a Szegedi Tudomanyegyetem Munkahelyi Allatkisérleti

Bizottsaganak és a Csongrad Megyei Mezégazdasagi Szakigazgatasi Hivatal Elelmiszerlanc-
biztonsagi és Allategészségiigyi gazgatdsag engedélyével végeztiik (engedélyszam: 1V./01758-
0/2008).
Kisérleteinkben még nem ivarérett ndéstény Sprague-Dawley ndéstény patkanyokat
hasznaltunk, melyeket a Charles River Kft.-t6l (Budapest, Magyarorszag) szereztiink be. Az
allatokat kontrollalt h6mérsékletii (20-23°C), paratartalmi (40-60 %) és vilagitasu (12 éras
vilagos-sotét periodus) Kisérleti Allatistalloban tartottuk, ahol ragcsaldtapot és csapvizet
kaptak ad libitum.

Az uterotrop tesztet Song és munkatarsai 2002-ben megjelent publikacidja alapjan
végeztik (12). 20-21 napos (50-55 g) Sprague-Dawley ndéstény patkanyokat 6 csoportba
(n=10) osztottunk és 4 egymast kovetd napon kezeltiink a kisérleti anyagokkal. A Kisérleti
elrendezést az 1. tablazat mutatja.

Csoport Kezelés Dozis Adagolas
1 viz (kontroll) 0.5 ml/nap per os
2 heretej 570 mg/kg/nap per os
heretej 570 mg/kg/nap per os
3 + + +
ICI 182.780 400 pg/kg/nap szubkutan
4 17B-6sztradiol-valerat 3.93 pg/kg/nap szubkutan
17B-06sztradiol-valerat 3.93 pg/kg/nap szubkutan
5 + + +
ICI 182.780 400 pg/kg/nap szubkutan
6 sz6jaizoflavon 500 mg/kg/nap per os
1. tablazat

A heretejet desztillalt vizzel higitottuk, a sz6ja kivonatot (Aktiv Meno kapszula, Drogerie
Markt, Karlsruhe, Németorszag) pedig 05 %-os metil-celluloz nydkban (Sigma Aldrich,
Budapest, Magyarorszag) szuszpendaltuk. Minden kapszula 25 mg széja izoflavont, emellett C-,
E- és H-vitamint és folsavat, valamint dikalcium-foszfatot és cink-oxidot tartalmazott.
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A 2. tdblazat a bioldgiai aktivitast keres6 frakcionalas kisérleti elrendezését mutatja.

Kiindulasi Frakci6 Dézis
Frakcio mennyiség mennyisége (mg/kg) Vivoanyag
(C)) (mg)
1/A 16.20 310.0 26.000 metil-cellul6z nyak
1/B 16.20 10.0 0.840 metil-cellul6z nyak
1/C 16.20 60.0 5.000 metil-cellul6z nyak
1/D 16.20 880.0 0.074 oliva olaj
1/7A 178.16 15.9 0.121 metil-cellul6z nyak
11/B 178.16 60.0 0.458 metil-cellul6z nyak
11/C 178.16 14.3 0.109 oliva olaj
11/D 178.16 14.6 0.111 oliva olaj
2. téblazat

Ebben az esetben a per os kezelést kovetden a hatasos frakcidkat a fentebb emlitett uterotrép
teszttel igazoltuk. A kontroll csoportot 0,5 %-0s metil-cellul6z nyakkal vagy oliva olajjal
kezeltik.

Az utolsé kezelést kovetben 24 éraval az allatokat mély izofluran (Abbott Laboratories,
Abbott Park, IL, USA) anesztézidban leoltiik, a méhszovetet eltavolitottuk, a kornyez6
szovetektdl, zsirszovettdl megtisztitottuk, majd tomegét analitikai mérlegen (HR-202, ACD
Instruments, Oxfordshire, UK) megmértiik. A szervtdmegeket testtdmegre szamitva mg/
testtomeg kg-ban tiintettik fel.

I1.3. RT-PCR mérés

Vizsgalatainkban, 8 nappal a kezelések kezdete el6tt 160-180 g-os ndstény patkanyok
petefészkét izofluran anesztéziaban eltavolitottuk, majd 2 napig kezeltik a vizsgalati
anyagokkal. A kontroll csoport oliva olajat, mint vivéanyagot, a pozitiv kontroll csoport
szubkutan 17B-osztradiol-valeratot (96,2 pg/kg/nap), a harmadik csoport pedig per os
heretejet (0,5 g/kg/nap) kapott. Az utolsé kezelést kdvetéen 24 oOraval az allatokat mély
izoflurdn anesztézidban ledltik, a méhszovetet eltavolitottuk. A kornyezd szovetektol,
zsirszovett6l megtisztitva a mintdkat egy éjszakan keresztil 4°C-on RNAlater oldatban (Life
Technologies, Budapest, Magyarorszag) taroltuk, majd ezt az oldatot eltavolitva a vizsgalat
kezdetéig -70°C-on tartottuk a mintakat.

A mintakbdl TRI reagenssel (Molecular Research Center, Cincinnati, OH, USA) total
RNS-t izolaltunk, mely mennyiségi és mindségi meghatarozasa nanotrép technikaval (BioSpec
Nano, Shimadzu Biotech, Budapest, Magyarorszag) tértént 260-280 nm-en (OD: 1,6-2,0). Elsé
Iépésben 1 g total RNS-bél kiindulva reverz transzkripcié soran cDNS-t szintetizaltunk High-
capacity RNA-to-cDNA Kit (Life Technologies, Budapest, Magyarorszag) felhasznalasaval. Az
RNS mintakat elészér 60 percig 37°C-on, majd 5 percig 95°C-on, végil 5 percig 4°C-on
tartottuk és az igy elkészilt cDNS-t -20°C-on taroltuk. A PCR termékek (C3, GAPDH)
felsokszorozasat TagMan Gene Expression Master Mix-szel (Life Technologies, Budapest,
Magyarorszag) végeztik ABI StepOne Real-Time PCR késziilékben (Life Technologies,
Budapest, Magyarorszag). 2 percig 50°C-on, majd 10 percig 95°C-on, végul 40 cikluson
keresztil 15 masodpercig 95°C-on és 1 percig 60°C-on tortént a felsokszorozas.
Eredményeinket az RQ (relative quantitation) dsszehasonlitasaval kaptuk, melyhez az attérési
pontokat (Cr: az a ciklusszam, ahol a minden egyes ciklusban detektalt fluoreszcens jel
exponencialisan névekedni kezd) hasznaltuk fel.

I1.4. Western blot vizsgalat

160-180 g-os néstény patkanyok petefészkét eltavolitva, a RT-PCR vizsgalatnal leirt
modon tortént a kezelés, mely végeztével uterus mintakat gyjtottiink. A szoveteket Sartorius
Mikro Dismembrator U készilékkel (Sartorius, Goettingen, Németorszag) elporitottuk és RIPA
lizis pufferben homogenizaltuk, mely tartalmaz még natrium-ortovanadatot, PMSF-et és
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proteaz inhibitor koktélt. A mintakat 10 percig 10.000 g fordulaton 10 percig centrifugaltuk,
majd a felliliszo frakciébol total fehérjét mértiink. Zsebenként 20 pg fehérjét vittlink fel 4-12
%-0s NUPAGE Bis-Tris gélre (Life Technologies, Budapest, Magyarorszag) és XCell SureLock
Mini-Cell Units (Life Technologies, Budapest, Magyarorszag) késziléken elektroforézisnek
vetettiik ala. A gélen 1év6 szétvalasztott fehérjét nitrocelluldz membranra transzformaltuk at
iBlot Gel Transfer System (Life Technologies, Budapest, Magyarorszag) alkalmazésaval. Az
antitest kotédését WesternBreeze Chromogenic Western Blot Immunodetection Kit (Life
Technologies, Budapest, Magyarorszag) segitségével detektaltuk. A membrant razdgépen
komplement komponens C3 és B-aktin poliklonalis antitesttel (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA; 1:200) inkubaltuk a blokkold pufferben. Az immunreaktiv savok optikai
denzitasanak meghatarozasa, a hattér intenzitas kivonasa utan Kodak 1D Images szoftverrel
(Carestream Health, Rochester, NY, USA) tortént.

IL.5. Biologiai aktivitdst keresd frakcionalas

A biologiai aktivitast keres6 frakciondlasokat az Szegedi Tudomanyegyetem
Farmakognoziai Intézetével egylttmiikodésben végeztiik. A nyers heretejet (165 ml) vizzel
higitottuk, petréleum éterrel (5 x 200 ml) extrahaltuk, majd a petréleum éteres fazist
Osszegyljtve vizzel (3 x 10 ml) Gjra extrahaltuk. Ezt az egyesitett vizes fazist vittiik fel
oktadecil-szilika oszlopra (ChemieUeticon-C-Gel, Chemie Ueticon, Ueticon am See, Svajc; 0,06-
0,02 um) és alacsony nyomasu reverz fazisi oszlopkromatografianak vetettiik ala. igy négy
frakciot nyertiink, melyeket 1/A (vizes), I/B (vizes-metanolos), I/C (metanolos), 1/D
(diklérmetanos) jelzéssel jeldltiink. A frakcidkat eludltuk az oszloprol, egyesitettiik a vizes-
metanolos kivonatokat, majd beszaritottuk a mintakat. A kivonatokat tovabbi frakcionalasnak
vetettiik ald ismételt alacsony nyomasu reverz fazisi oszlopkromatografia alkalmazasaval
(novekvé metanol tartalom mellett), mely soran négy Gjabb frakciét nyertiink (11/A, 11/B, 11/C,
I1/D) az uterotrop teszthez. A hatdsos 11/B frakciot tovabb tisztitottuk, az elvalasztas
kovetésére vékonyréteg kromatografiat alkalmaztunk és az igy kapott 111/B frakciot NMR és
tomegspektrometriai vizsgalatoknak vetettiik ala.

11.6. HRMS és NMR mérések

A HRMS és NMR méréseket a Richter Gedeon Nyrt. Spektroszképiai Munkacsoportjaval

szoros egyuttmlikodésben végeztilk el. A HRMS vizsgalatokhoz sziikséges mintakat
metanolban oldottuk, a méréshez LTQ FT Ultra spektrométert (Thermo Fisher Scientific,
Bremen, Németorszag) hasznaltunk.
Az NMR spektrumok MeOH-d4-ben (Merck, Darmstadt, Németorszag) Shigemi mintatarto
csvekben (Shigemi, Allison Park, PA, USA) lettek felvéve, 298 K-en Varian 800 MHz NMR
spektrométer alkalmazasaval. Az NMR mérésekhez (*H, *H-Presat, GHSQCAD, GHMBCAD, egy-
és kétdimenzios zTOCSY) szlikséges pulzusszekvencidk a VNMRJ 3.2 szoftver konyvtarabol
szarmaznak.

11.7. Statisztika

Az uterotrop teszt és a molekularis farmakolégiai vizsgalatok eredményeit Prism 4.0
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) szoftver segitségével ANOVA Newman-Keuls teszttel
elemeztiik. Az értékeket SEM-ben tiintettik fel, a szignifikancia p<0,05 értéknél elfogadott.

A HRMS vizsgalatokbol szarmazo adatokat Xcalibur 2.0 szoftverrel (Thermo Fisher
Scientific, Bremen, Németorszag) elemeztik.

I1l. Eredmények

I11.1. In vivo 6sztrogénhatéas

Els6ként a nyers heretej 6sztrogén hatasat vizsgaltuk uterotrdp teszttel (1. abra)
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1. &bra: Kiilénbozo kezelések hatdsdra bekdvetkezd uterus témegvdltozdsok infantilis
patkanyokban (n=10). A heretej és a 17p-6sztradiol-valerat (E2) fokozta az uterus témegét, mely
hatas az ICl 182.780-vel gatolhat6 volt mindkeét esetben. *** p<0,001

A Kkisérletek validalasahoz pozitiv kontrollként 17B-dsztradiol-valeratot hasznaltunk, mely a
kontroll csoporthoz viszonyitva 42,35 + 2,85 S.E.M. értékrél 109,60 + 4,00 S.E.M. értékre
novelte az uterus tdmegét. A heretej kezelés az uterus témegét 54,84 + 141 SE.M. értékig
tudta megemelni. Mind a 17B-Osztradiol-valerat, mind a heretej altal kivaltott uterus
tomegnovekedés az antidsztrogén ICI 182.780 jelenlétében gatolhato volt. Ez az el6bbi esetben
37,25 £ 2,41 S.EE.M. értékre, mig a heretej esetén 36,30 £ 1,77 S.E.M. értékre csokkentette az
uterusok tomegét. A tisztitott szdja izoflavanoidokkal torténd Kkezelés hatasara az uterusok
tomege 80,90 £ S.E.M. értéket mutatott.

A RT-PCR mérések eredményeként azt talaltuk, hogy a heretej majdnem duplajara
novelte a komplement komponens C3 (C3) mRNS expressziodjat a patkany uterusban. A pozitiv
kontroll, 17B-6sztradiol-valerat esetében is jél latszik a C3 mRNS expresszidt fokozo6 hatas (2.

abra).

2. dbra: Patkany uterusbol (n=6) izolalt komplement komponens C3 mRNS expresszidjanak a
valtozasa a kezelések hatasara. A nyers heretej képes volt fokozni az 6sztrogén-dependens C3
MRNS expresszidjat, hasonléan a 17p-6sztradiol-valerathoz. ** p<0,01; *** p<0,001
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A Western blot mérések soran azt tapasztaltuk, hogy a heretej kezelés hatasara az uterusbol
izolalt C3 fehérje mennyisége megnovekedett, hasonléan a 17B-0sztradiol-valerathoz (3A.
abra). A gélfoton (3B. abra) a C3 fehérje a-és B-lancra valt szét; mindkét lanc optikai
denzitésat feltiintettiik a 3A. 4bréan.

C3 g-lanc (125 kDa)

C3 B-linc(75 kDa)

3. abra: Patkany uterusbol (n=6)
izolalt komplement komponens C3
- fehérjének valtozasa a kezelések
o hatasara. A nyers heretej fokozta az
Baan (31D S S S osztrogén-dependens C3 fehérjét az
uterusban, hasonléan a 17p-
osztradiol-valerathoz (A). A gélen a-és

i) Ty E: B-lancokat detektaltunk (B).

*** p<0,001

111.2. Frakcionalas

A nyers heretejet vizzel higitottuk, majd petréleum éterrel kiraztuk, hogy az apolaris
szennyezéseket eltavolitsuk. Ezt az elGtisztitott Kivonatot ismételt reverz fazisu
oszlopkromatografianak alavetve nyertiink négy frakciét az uterotrép teszthez, melynek
eredményét a 4. abra mutatja be.

uterus ttmege (mg/100 g)
B

4. abra: Bioldgiai aktivitdst keresd frakciondlds: 1. lépés. A 20 %-0s metanolos (I/A) és a tiszta
metanolos (1/C) frakci6 fokozta az uterus tdmegét (n=10). * p<0,05; ** p<0,01

Az els6 frakcionalas eredményei alapjan két frakcié (I/A, 1/C) képes volt fokozni az
uterus tomegét. Mivel az I/A jelli frakcié f6 komponense az I1/C frakcidban is jelen volt, igy
ezeket a frakciokat egyesitve tovabbi oszlopkromatogréafias tisztitast végeztiink el. igy négy
tovabb tisztitott frakcidt nyertlink a bioaktivitast vizsgalo uterotrdp teszthez (5. abra).
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uterus ttmege (mg/100 g)
g

5. abra: Bioldgiai aktivitdst keresd frakciondlds: 2. lépés. Csak a I1/B jeli frakcié volt képes
fokozni az uterus témegét (n=10), a tébbi frakcié hatastalannak bizonyult. *** p<0,001

Az aktiv I1/B frakciobdl preparativ vékonyréteg-kromatografias tisztitast kovetéen nyert I11/A
frakciot tomegspektrometriai €s NMR méréseknek vetettiik ald. Habar ez a frakcio még mindig
tobbkomponens( volt, a f6 komponenst azonositani tudtuk. Az izolalt fehér, szintelen, amorf
por a deka-2-én dikarbonsav (6. abra).

0\1/2\3/4\5/6\7/8\9/10\0H

OH

6. Abra Deka-2-én dikarbonsav szerkezete és szénatom szamozasa.

IV. Kovetkeztetés

A heretej egy kevéssé ismert tisztitott herefészekalj kivonat, amely mar nem
tartalmazza a larva és bab alakokat. Ez a sargas, tejszerti, enyhén édes iz(i méhészeti termék a
hereméhek minden fejlédési alakjanak a legfébb taplaléka. Mivel a herefészekaljat a
népgyogyaszatban Kkilonboz6 szexualis problémak kezelésére alkalmazzak (11), igy azt
feltételeztik, hogy a heretej is hormonhatassal rendelkezhet. Ezért n6i nemi hormonhatéas
igazolasa mellett, a hatdsos komponens azonositasa is célunk volt.

A nyers heretej infantilis néstény patkanyokban fokozta az uterus tomegét és ez hatas
Osztrogén-antagonistaval gatolhatd volt, hasonléan a 17(-Osztradiol-valerathoz. Ez az
eredmény egyértelmiien azt jelzi, hogy a nyers heretej 6sztrogénhatassal rendelkezik. Habar a
heretej hatasa kissé elmarad a szdja izoflavanoidok mellett, hatdsa mégis jelentds, mivel a
heretej tisztitatlan formaban volt jelen, mig a sz6ja készitmény mar tiszta izoflavanoidokat
tartalmazott.

Az uterotrop teszt mellett molekularis farmakologiai vizsgalatokat is végeztink a
hormon hatas alatamasztasdra. A komplement komponens C3 expresszidja a patkany
uterusban az dsztrogénhatas kivalé molekularis markere (13). A C3 fehérje mRNS szintjének
heretej kezelés hatasara bekovetkez6 emelkedése igazolta az uterotrop teszt eredményeit. A
Western blot vizsgalatok is hasonlé eredményt mutattak, a heretej fokozta a C3 fehérje
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expresszigjat patkany uterusban. Molekularis farmakolGgiai vizsgalataink eredménye teljes
Osszhangban van az in vivo teszt eredményeivel.

A hatasos komponens azonositasdhoz haromlépéses bioaktivitast kereso frakcionalast
végeztiink, melyet MS és NMR mérésekkel egészitettiink ki. A frakcionalasokat kovetéen egy
olyan tobbkomponensi frakciét nyertiink, amelybdl mar izolalhat6 volt a f6 komponens. Az
azonositott deka-2-én dikarbonsav nagy szerkezeti hasonlésigot mutat a méhpemp&bdl
korédbban izolalt 6sztrogénhatasu zsirsavakkal (9). Habar a deka-2-én dikarbonsavat korabban
mar izolaltdk a dolgozé torpe méhek (Apis florea) garatmirigy valadékanak f6
komponenseként (14) és ezen zsirsavak, valamint egyéb garatmirigy feromonok bioszintézise
ismert (15), mégis els6ként sikertlt kimutatnunk a heretej 6sztrogénszer(i hatdsat, mely
feltételezéseink szerint ©sszefiigg deka-2-én dikarbonsav tartalmaval. A heretej igazolt
Osztrogén hatisa alatimasztja népgyogyaszati alkalmazasat és Uj lehetGséget nyujthat
Osztrogén-hianyos allapotok kezelésében.
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Dr. Molnar Judit: Novényi eredetii szeszkviterpének tumorellenes hatasanak
vizsgalata in vitro - SZTE, Gyégyszertudomanyok Doktori Iskola

ABSTRACT

Plants and plant extracts play a crucial role in the research of novel antineoplastic
agents. Four sesquiterpene lactones, artecanin (1), 38-chloro-4a,10a-dihydroxy-1la,2a-
epoxy-5a,7aH-guaia-11(13)-en-12,6a-olide (2), 3-O-methyl-iso-seco-tanapartholide (3)
and 4p,15-dihydro-3-dehydrozaluzanin C (4) were isolated from two traditionally used
Asteraceae species (Onopordum acanthium and Artemisia asiatica). MTT-assay was used
to determine the antiproliferative effect on human adherent cancer cell lines such as
gynecological cell lines (HeLa, MCF7) and skin adenocarcinoma cell line (A431). The
compounds were additionally tested on HL-60 leukemia cell line by cell counting and
reasonable 1Cso values were obtained (3.6 — 13.5 pM). Treatment with the tested
compounds resulted in disturbance of cell cycle characterized by an increase of
hypodiploid population (subG1), decrease of cells in G1 phase and increase of S+G2/M
cells. Compound 1 elicited a concentration-dependent chromatin condensation and
disruption of membrane integrity as revealed by Hoechst 33258-propidium staining.
Treatments with compounds 1 and 2 for 24 h resulted in significant increase of
activities of caspases 3 and 9 indicating the tested sesquiterpenes induced the
mitochondrial pathway of apoptosis. These experimental results indicate that
sesquiterpene lactones be regarded as potential starting structures for development of
novel anticancer agents.

1. Bevezetés

A rak a vezeté haldlokok kozott szerepel a gazdasagilag fejlett orszagokban, az
0dsszmortalitas mintegy harmadaért tehetd felel6ssé (Jemal et al., 2011). A megel6zés és
a diagnosztika mellett a gyégyszeres terapia lehetne a legfontosabb része ezen
betegségek kezelésének. A noévények ill. a beldliik izolalt természetes vegyiiletek régota
hasznalatosak a malignus betegségek gydgyitasaban. A novényvilagra, mint
kimerithetetlen forrasra kell gondolnunk Gj hatéanyagok keresésekor. Napjainkban
hasznalt hatéanyagok mintegy kétharmada természetes eredetli: novénybdl izolalt
természetes vegyilet vagy annak szintetikus anal6gjai, a tumorellenes vegyuletek
esetében ez az arany még magasabb (Cragg and Newman, 2009). A klinikumban ma
hasznalatos természetes eredetli vagy félszintetikus tumorellenes szerek kozott
meghatarozok a vinka alkaloidok, taxanok és kampotecin-analégok. Mindez azt is jelenti,
hogy Uj hatéanyagok keresése soran is érdemes a novényvilag felé fordulni, a talalati
arany novelése érdekében célszeri az etnofarmakolégiai (népgydgyaszati) adatokat is
figyelembe venni.

A Szegedi Tudomanyegyetem Gyogyszerhatastani és Biofarmaciai Intézetének egyik
kutatasi tertlete a természetes eredetli vegyiiletek és szintetikus analdgjaik
tumorellenes hatasanak vizsgalata. A természetes eredetli vegyliletek izolalasa és
szerkezetlik meghatarozasa a Gydgyszerésztudomanyi Kar Farmakognéziai Intézetében
torténik. Az azsiai hagyomanyos gyégyaszatban tumor kezelésére is hasznalt Artemisia
asiatica nevili novénybdl sikertilt farmakologialag kevésbé jellemzett szeszkviterpéneket
izolalni. Az irodalombol ismert, hogy a névény levelének és viragzatanak kivonata
gatolta tumorsejtek osztédasat, melyet szakirodalom a névény flavonoid tartalmaval
magyaraz (Réthy et al., 2007, Csupor-Loffler et al., 2009). Egy rokon Asteraceae-faj, az
Onopordum acanthium fold feletti részébdél tovabbi szeszkviterpének izolalasa
folyamatban van. A szeszkviterpénekkel kapcsolatban nincsenek irodalmi adatok, de
el6zetes vizsgalataink alapjan felel6sek lehetnek az el6bb emlitett hatasokért. A
munkaterv el6zményeként meghataroztuk a szeszkviterpének antiproliferativ hatasat az
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intézetliinkben rutinszerlien hasznalt human adherens sejtvonalakon (HelLa, A431,
MCF7) MTT-assay segitségével. A négy leghatasosabb vegyiiletet [artekanin (1), 3p-
kloro-4a,10a-dihidroxi-1a,2a-epoxi-5a,7aH-gvaja-11(13)-én-12,6a-olid (2), 3-0-metil-
iso-szeko-tanapartolid (3), 48,15-dihidro-3-dehidrozaluzanin C (4)] az Osztrak-Magyar
Akcio Alapitvany palyazati tamogatasaval a Bécsi Orvostudomanyi Egyetemen teszteltiik
tovabb HL-60 leukémia sejtvonalon. Jelen munkank célja a négy leghatékonyabb
szeszkviterpén hatasmechanizmusanak feltarasa az intézetiinkben rendelkezésre allo
maddszertani hattér segitségével.

MeO

1. 4bra A vizsgalt szeszkviterpének kémiai szerkezete

2. Mbdszerek
2.1. Sejtek

Az antiproliferativ hatast harom human adherens és egy szuszpenzids sejtvonalon
vizsgaltuk in vitro korilmények kozott: HeLa: cervix adenocarcinoma, A431: bér
adenokarcin6ma, MCF7: eml§ adenokarcinéma, HL-60 human promyelotikus leukémia.
Az adherens sejteket minimalis esszencialis médiumban (MEM) tenyésztjiik 10% fotalis
borjuszerummal, 1-1% nem esszencialis aminosav és antibiotikum-antimikotikum
keverékkel Kkiegészitve, a leukémia sejtvonalat RPMI médiumban 10% fotélis
borjuszerummal, 1-1% L-glutamin és antibiotikum-antimikotikum keverékkel
kiegészitve 37 °C-on 5% CO. jelenlétében. A haszndlt sejtvonalakat a European
Collection of Cell Cultures (Salisbury, UK) cégtdl szereztiik be.

2.2. Citotoxicitas meghatarozas MTT-assay és sejtszamlalas
maodszerével

A tesztanyagok sejtekre kifejtett antiproliferativ hatasat 96-os mikrotitralé lemezen
hataroztuk meg kolorimetriasan MTT-assay segitségével az adherens sejtek esetében. A
mérés elve azon alapszik, hogy az €16 sejtek képesek a sarga szinii tetrazo6lium sot kék
szin(, rosszul old6dé formazanna konvertalni mitokondrialis dehidrogenaz enzimiik
segitségével. A folyamat soran keletkezett kristalyok kék szinének intenzitasa aranyos
az él6 sejtek szamaval. A sejteket 96-0os lemezre telepitettik ki 5000 sejt/iireg
denzitassal. Huszonnégy 6ras inkubaciot kovetden, melynek soran a sejtek kitapadnak a
lemez aljara, a médiumot eltavolitottuk és a sejtekre felvittik a tesztanyagokat
megfelel koncentraciéban tartalmazé médiumot és tovabbi 72 h at inkubéltuk 37 °C-
on. A kontroll sejteket tovabbra is csak médiumban inkubaltuk. A tesztanyagok 10 mM-
os torzsoldatait dimetil-szulfoxiddal (DMSO) készitettiik. A 72 &ras inkubéacio letelte
utan 22 pl MTT (5 mg/ml, PBS) oldatot adtunk a sejtekhez és folytattuk az inkubéaciot
tovabbi 4 6ran at 37°C-on, a kék szinii formazan kristalyok kialakuldsaig. Az inkubaciot
kovetSen a médiumot dvatosan eltavolitottuk és a kilalakult formazan kristalyokat 100
ul DMSO-ban feloldottuk, az abszorbancia értékeket 545 nm-en hataroztuk meg ELISA
olvasé segitségével (Mosmann, 1983). El6kisérleteink szerint a legnagyobb DMSO
koncentracié (0,3%) sem fejt ki jelent6s hatast a sejtek proliferacidjara. A
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szeszkviterpének ddzis-hatas gorbéib6l meghataroztuk azok ICso értékeit. A gorbe
illesztését GraphPad Prism 4 programmal végeztuk.

Az antiproliferativ hatads meghatarozasahoz HL-60 leukémia sejtvonalon a sejtszamlalas
mddszerét alkalmaztuk. A méréshez a sejteket flaskaba telepitettiik ki 150.000 sejt/ml
stirtiségben, 5 ml RPMI médiumban. A sejteket a tesztanyagok névekvd koncentracidival
kezeltik (10, 20, 40 pM), a kontroll mintahoz csak DMSO-t adtunk. A mintak
sejttartalmat 24, 48 és 72 6ra utan mértik (Minorics et al., 2011). A szeszkviterpének
dozis-hatds gorbéib8l meghataroztuk azok ICso értékeit. A gorbe illesztését GraphPad
Prism 4 programmal végeztuk.

2.3. Sejtciklus analizis

A sejtek DNS tartalmat a DNS-hez kot6d6 propidium-jodid (P1) segitségével, aramlasi
citometrias analizis soran vizsgaltuk. A sejteket 6-os iiregli lemezre telepitettiik a
tesztanyagok kiilonb6zé koncentracidival kezeltiik be és inkubaltuk 24 és 48 6ran at. A
kezelés végén a sejtszuszpenzidt lecentrifugaltuk. A felliliszét eltavolitottuk és a
sejteket PBS-ben szuszpendaltuk. A masodik cenrifugalast kévet6en -20 °C-0s 70 %-0s
etanolt adtunk a sejtekhez cseppenként. Ezutan a sejteket -20 °C-on taroltuk a DNS
festés napjaig. A festés el6tt a mintakat PBS-sel mostuk és a sejteket Pl és ribonukleaz-A-
t tartalmazé FBS oldatban inkubaltuk (mindketté végkoncentraciéja — 50 pg/ml,).
Fénytdl védve, szobah6mérsékleten végrehajtott 1 6ras inkubaciot kovet6en a mintakat
FACStar segitségével vizsgaltuk (Vermes et al., 2000). Minden egyes mérésnél 20.000
sejtet vizsgaltunk, a sejtek szazalékos megoszlasat a sejtciklus kiilonb6z6 fazisaiban
Modfit programmal hataroztuk meg.

2.4. Hoechst 33258 /PI kettds festés

Ezzel a mddszerrel meghatarozhaték az é16, korai apoptotikus, kés6i apoptotikus és
nekrotikus sejtek. Az apoptotikus sejtek kdnnyen detektalhatdk a morfoldgiai valtozasok
révén. A kromatin allomany kondenzalodik és a sejtmag szélére tomoril. Az él6 sejtek
membranja intakt és azon athatol a Hoechst 33258 festék és megjeldli a sejtek DNS-ét. A
normal sejtekkel ellentétben az apoptotikus sejtek intenzivebb kék fest6déssel
fluoreszkalnak és a sejtmagjuk fragmentaltabb, mint a nem apoptotikus sejteké. Az
elpusztult, nekrotikus és kés6i apoptotikus sejtek a megnovekedett PI felvétel kapcsan
detektalhatok. A Pl a DNS-hez interkalalddé molekula, mely képes megfesteni a
sejtmagot a megnovekedett sejtmembran permeabilitasi sejtek esetében. A sejteket
flaskaba telepitettik és a tesztanyagok kiilonb6z6 koncentraciéival inkubaltuk 24 6ran
at. A kezelt mintadkbdl 96-os mikrotitrdl6 lemezre 100 pl-t mértink és 10 ul
festékoldatot adtunk a sejtekhez. A Hoechst 33258 végkoncentracidja 5 pg/ml, a
propidium jodidé 3 pg/ml volt. Egy 6ras inkubaciét kovetben (37 °C) a sejteket
megfeleld filterrel ellatott digitalis kamera rendszerrel felszerelt Nikon fluoreszcens
mikroszképpal vizsgaltuk (Minorics et al., 2011).

2.5. Kaszpaz-3-assay

Az apoptdzis soran megnovekedett kaszpaz-3 aktivitast egy fluorimetrids assay kit
segitségével hataroztuk meg. A vizsgalat soran egy peptid szubsztratot, Ac-DEVD-AMC-t
hasitja a kaszpaz-3 enzim AMC felszabadulast eredményezve, aminek mennyiségét
mikrotitralé lemezen hataroztunk meg 360 nm-es excitacios és 460 nm-es emissziés
hullamhosszak mellett. A kaszpaz-3 aktivitast a kaszpazra szelektiv inhibitor
jelenlétében hataroztuk meg A sejteket a tesztanyagok kiillonb6z6 koncentracidival
kezeltiik 24 6ran at, a kezeletlen sejtek kontroll sejteknek feleltek meg. A sejteket a
sejtszam fiiggvényében meghatirozott mennyiségii sejtlizis pufferrel inkubaltuk jégen
15 percen keresztil. A sejtlizatumot 17.000 g-n centrifugaltuk 15 percig. A feliliszot
Osszegyljtottiik és 96-0s lemezen vizsgaltuk mikroplate olvasé segitségével. Az enzim
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aktivitasanak mértékét a kontrollhoz viszonyitva caspase-3 aktivitds novekedésben
adtuk meg.

Az apoptozis intrinsic vagy extrinsic Utvonalon val6 lezajlasdnak meghatarozasahoz
kaszpaz-9 aktivitast mértiink egy kolorimetrias assay kit segitségével, mely a folyamat
intrinsic médon valo aktivaciojara utal az enzim aktivitas fokozodasa esetén. A vizsgalat
soran egy peptid szubsztratot, LEHD-pNA-t hasitja a kaszpaz-9 enzim pNA
felszabadulast eredményezve, aminek mennyiségét 405 nm-en hataroztuk meg. Az
eredményeket, az enzim aktivitasdnak mértékét a kontrollhoz viszonyitva szintén
kaszpaz-9 aktivitas névekedésben adtuk meg.

3. Eredmények

3.1. Antiproliferativ assay

A szeszkviterpének antiproliferativ hatasat harom human eredetii adherens és
egy szuszpenzios sejtvonalon vizsgaltuk MTT-assay és sejtszamlalas modszerével. Az
eredmények az 1. tdblazatban vannak feltiintetve a tesztanyagok sejtvonalakon mért
ICso értékeivel. A szeszkviterpéneket el6szor HelLa, A431 és MCF7 sejtvonalakon
teszteltk. A négy szeszkviterpén az adherens sejtvonalak kozil az MCF7 sejtek
osztddasat gatolta leginkdbb. A négy leghatasosabbnak bizonyul6 tesztanyagot HL-60
sejtvonalon teszteltiik tovabb. A két leghatasosabb szeszkviterpén a HL-60 sejteken 4,50
és 3,60 uM-os ICso-értékek mellet gatolta a sejtek osztddasat.

Szamitott ICsp értékek (UM)

Vegyilet
Hela | A431 | MCF7 | HL-60

1. tablazat A vizsgalt szeszkviterpének
927 | 12,20 R . p
2289 | 1985 ! ! antiprloliferativ

12,28 | 1182 | 1395 | 13,50 hatasa tumoros sejtvonalakon
11,98 | 651 | 986 | 450
12,97 587 | 370 | 3,60

Al WIN|PE

3.2. Sejtciklus analizis

Azért, hogy meghatarozzuk a sejteloszlast a tesztanyagokkal tortént kezelést kovetGen, a
HL-60 sejteket aramlasi citometrias vizsgalatnak vetettiik ala. A HL-60 sejteket a négy
szeszkviterpén novekvé koncentracidival (5 és 10 uM) kezeltik be 24 és 48 h at. Az
expoziciés id6 lejarta utdn a tesztanyagok hatasiara valtozas Kkovetkezett be a
sejtciklusban, a kontroll sejtekhez képest csdkkent a G1 fazis mikdzben megnoévekedett
a subG1l populacio. A sejtciklus analizis soran kapott hisztogrammok értékelésekor a
sejtciklus S és G2/M fazisanak elkiilonitése nem volt lehetséges, ezért ezt a két fazist
Osszevontuk és S+G2/M fazisként értékeltiik, mely az inkubaciés id6 lejarta utan
ndvekedést mutatott a kontroll sejtekhez viszonyitva. Az inkubaciés id6 novelésével, 48
ora utan szintén csokkent a G1 fazis, az S+G2/M fazisban megrekedt sejtek szazalékos
aranya alig valtozott, a subG1 populacio viszont tovabb novekedett a koncentracié és id6
flggvényében. (2. abra)
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3.3. Morfoldgiai vizsgalat

A négy szeszkviterpén apoptozist indukal6 hatasat morfologiailag is jellemezni kivantuk
Hoechst 33258-PI kett{s festéssel. A HL-60 sejteket 24 és 48 6ras 5 és 10 uM-os kezelést
kovet6en Hoechst 33258-PI kettds festésnek vetettiik ald, hogy megbecsiljik az
apoptézist és nekrozist kivaltdé hatasukat. Az apoptédzisra jellemz6 morfologiai
valtozasok, mint az er6sen kondenzalédott kromatin, ami a sejtmag szélén félhold
format vesz fol, a sejtmagban és citoplazmaban el6fordulé kondenzéacid, apoptotikus
testek megjelenése volt detektalhat6 a kezelést kovetden. A koncentracié és inkubacids
id6 novekedésének fiiggvényében fokozodott a Hoechst-festékkel kimutathatd
apoptotikus sejtek és a megnovekedett sejtmembran permeabilitasi nekrotikus, kés6i
apoptotikus sejtek szama, amik koénnyen detektdlhatok a megnovekedett Pl felvétel
kapcsan. (3.4bra)

24 6ra 48 6ra

3. 4bra Fluoreszcens mikroszképpal készitett fotok Hoechst 33258 — propidium jodid kettés
festést kdvetben. Ugyanarrél a 1atétérrol két fotd késziilt a két markert kiilon szemléltetve (bal:
Hoechst 33258, jobb: PI).Els6 sor: kontroll, masodik sor: 1-es tesztanyag 5 uM, harmadik sor: 1-
es tesztanyag 10 pM.
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3.4. Kaszpaz-3 és kaszpaz-9 enzim aktivitas mérés

Az apoptozis elinditdsanak kulcs enzime az effektor kaszpazok csoportjaba tartozo
kaszpaz-3 enzim, aminek apoptozist indukalé hatadsat sikerllt bizonyitani egy
szintetikus tetrapeptid (ac-DEVD-AMC) szubsztrat hasitasanak a kivaltasaval és ezaltal
proteaz aktivitasanak kimutatasaval. Az in vitro elvégzett fluorimetrids assay soran a
peptid szubsztratbdl felszabadulé AMC lehet6vé teszi a teljes DEVD-specifikus proteaz
aktivitas kimutatasat. A peptid hasitd hatast HL-60 sejtekbdl preparalt mintakbol
hatdroztuk meg 5 és 10 uM-os kezelést kovet6en 24 h-as inkubacié utan. Szerény DEVD
hasitd hatas volt detektalhaté a kontroll sejtek esetében, de a kaszpaz-3 aktivitas
szignifikans mddon novekedett a kezeletlen sejtekhez képest, az 1-es vegyllet esetében
3.27-szeres és 9.19-szeres, a 2-es vegyiilettel val6 kezelést kovetben, pedig 3.48-szoros
és 4.71-szeres aktivitas novekedés volt mérhetd a koncentracié fiiggvényében (5 és 10
uM). A 3-as és 4-es tesztanyag esetében gyengébb hatas volt észlelhetd, a kontrollhoz
képest az elébbi tesztanyag esetében 3.88-szoros és 3.32-szeres, az utdbbi vegyilet
esetén pedig 2.64-szeres és 1.81-szeres enzimaktivitds novekedés volt mérhetd.
Nagyobb koncentracidban az enzim aktivitds csokkent, ami arra utalhat, hogy ilyen
korulmények kozott az apoptozis hattérbe szorul, a nekrozis hatarozza meg a sejthalél
lefolyasat. E két vegylilet esetében 5 uM alatti ICso értékeket mértiink, de a kaszpaz
enzim vizsgalat ramutatott arra, hogy a vegyilet hatdsossagat nem az apoptdézis, hanem
a nekrdzis valthatja ki. A kaszpaz-9 enzim vizsgalataval igazoltuk az apoptézis intrinszik
utvonalon torténd lezajlasat. Az 1-es és 2-es tesztanyag esetében a kaszpaz-9 enzim
aktivitas szignifikans médon novekedett, el6bbi esetén 1.59-szeres és 1.65-sz0ros, az
utdbbi esetében 0.89-szeres és 1.2-szeres enzimaktivitas névekedés volt tapasztalhato, a
3-as vegylilet esetében 1.61-szeres és 2.41-szeres, a 4-es vegylilet esetében pedig 1.71-
szeres és 3.17-szeres enzimaktivitas ndvekedést lehetett mérni. (4. dbra)

1-es tesztanyag
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4. abra Kaszpaz-3 aktivitas és kaszpaz-9 aktivitds mérés az 1-es és 2-es tesztanyaggal tértént 24
oras kezelést kovetGen kontroll sejtekhez (m) viszonyitva. *, ***: p<0,05, p<0,001.
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Osszefoglalas

A Kklinikumban napjainkban hasznalt tumorellenes szerek meghatarozé része névényi
eredetli, melyeket nagy etnofarmakoldgiai (népgyogyaszati) adatokkal erdsitett
sziir6vizsgalatok soran fedeztek fel. A rendelkezésiinkre allé gyogyszerek donté része
természetes eredetli, mely vegyiileteket kémiai uton modositva, azok megtartottak
eredeti farmakoldgiai tulajdonsagukat, a szarmazékok legtdbbszor farmakokinetikai
paramétereikben muljak felul a természetes vegyliletet. Széles kérben elvégzett analizis
szerint az altalunk hasznalt hatdéanyagok csupan 6 %-a maddositatlan természetes
vegyllet, 27 % félszintetikus és 30 % szintetikus szarmazék, mely valamilyen
természetes farmakofor csoportot tartalmaz a molekula magjaként. Ez alapjan
elmondhatjuk, hogy a jelenleg hasznalt gyégyszerek kétharmada természetes eredeti.
Jelen kisérletsorozatban a négy szeszkviterpénnek HL-60 eredetli tumoros
sejtvonalakon vizsgaltuk antiproliferativ és apoptézist indukalé hatasukat.

Két szeszkviterpén, a 3-as és a 4-es jelent6s mértékben gatolta a HL-60-as sejtek
proliferaciojat, viszont a kaszpaz enzim aktivitas mérések arra vilagitottak ra, hogy az
apoptozis mellett a nekrdzis nagyobb szerepet jatszik a két vegyilet antiproliferativ
hatasaban. Ezzel ellentétben - valamivel csekélyebb ICso értékek mellett - az 1-es és 2-es
tesztanyagok jelentés Kkaszpaz-3 aktivitdssal rendelkeznek, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy ezek a vegylletek apoptdzis indukcio Gtjan karositjak ezeket a
sejteket. Kaszpaz-9 enzim aktivitas méréssel igazoltuk, hogy az apoptézis intrinszik aton
kovetkezik be. A sejtciklus analizis sordn megndvekedett subGl sejtpopulacié volt
detektalhaté 24 és 48 h inkubacios id6 utan. A szeszkviterpének apoptoézist indukalé
hatasat bizonyitja még a tovabbiakban a Hoechst 33258-PI kettds festés. Az intenziv
kromatin kondenzacid, apoptotikus testek megjelenése, a membran lézi6 valamint a
membran integritdsanak nekrotikus karosodasa a Hoechst és Pl festékekkel dézis-
dependens médon detektalhato volt.

Osszességében elmondhatd, hogy a négy szeszkviterpén gatolta a HL-60 sejtek
osztddasat apoptozis indukcid révén. Az apoptdzis mellett két tesztanyag esetében a
nekrozis valt dominanssa. Eredményeink jelent6ségét alatamasztja, hogy az FDA 2012-
ben tdrzskdnyvezte az ingenol-mebutitot, egy természetes eredetli terpenoidot
aktinikus Kkeratodzis kezelésére (Berman, 2012). Az indikacidt képez6 koérkép a bor
premalignus elvaltozasa, a kezelés célja a daganatos elvaltozas kialakuldsanak
megel6zése. A négy szeszkviterpén in vitro koriilmények kozott meghatarozott
eredményeibdl kiindulva, szerkezetiiket felhasznalva, olyan vegyiiletek célzott szintézise
valésulhat meg, melyek optimalis esetben vezérmolekulaként is alkalmasak tovabbi
fejlesztésre.

A kutatds a TAMOP 4.2.4.A/2-11-1-2012-0001 azonosité6 szamu Nemzeti
Kivalésag Program — Hazai hallgatoi, illetve kutatdi személyi tamogatast
biztosité rendszer kidolgozasa és miikodtetése orszagos program cimii
kiemelt projekt keretében zajlott. A projekt az Eurdpai Unio
tamogatasaval, az Eurdpai Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valosul meg.

Irodalomjegyzék

Berman B: New developments in the treatment of actinic keratosis: focus on
ingenol mebutate gel. Clin Cosmet Investig Dermatol 5: 111-22 (2012)

Cragg G, Newman D: Nature: a vital source of leads for anticancer drug
development. Phytochem Rev 8: 313-31 (2009)

362



Csupor-Loffler B, Hajdu Z, Réthy B, Zupko |, Mathé I, Rédei T, Falkay G, Hohmann
J: Antiproliferative activity of Hungarian Asteraceae species against
human cancer cell lines. Part Il. Phytother Res 23: 1109-15 (2009)

Jemal A, Bray F, Center MM, Ferlay J, Ward E, Forman D: Global cancer statistics.
CA Cancer J Clin 61: 69-90 (2011)

Minorics R, Szekeres T, Krupitza G, Saiko P, Giessrigl B, Wolfling J, Frank E, Zupko
I: Antiproliferative effects of some novel synthetic solanidine analogs on
HL-60 human leukemia cells in vitro. Steroids 76: 156-62 (2011)

Mosmann T: Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival:
application to proliferation and cytotoxicity assays. J Immunol Methods
65: 55-63 (1983)

Réthy B, Csupor-Loffler B, Zupké |, Hajda Z, Mathé I, Hohmann J, Rédei T, Falkay
G: Antiproliferative activity of Hungarian Asteraceae species against
human cancer cell lines. Part |. Phytother Res 21: 1200-8 (2007)

Vermes |, Haanen C, Reutelingsperger C: Flow cytometry of apoptotic cell death. J
Immunol Methods 243: 167-90 (2000)

363



Szénési Tibor: Hmgb1 elGsegiti a matrilin-1 gén aktivacidjat a porcfejlédés korai
szakaszéban — SZTE AOK, Multidiszciplinalis Orvostudoméanyok

Szénasi Tibor1,2, Zvara Agnesl, Deak Ferenc2, Puskas Laszl61, Kiss Ibolya2
MTA Szegedi Biologiai Kutatokdzpont, Genetikail és Biokémiai Intézet2

1- Bevezetés

Matrilin-1 (Matnl) extracellularis fonalas halézatot képezve a porcszévet
sejtkézotti allomanyanak szervez6désében vesz részt. A matrilin-1 gén (Matnl)
sajatossaga, hogy a chondrogen csontosodas soran a tobbi porcfehérje génnél kés6bb
kapcsol be és kifejez6dése a novekedési korongban csak az oszlopos proliferativ és
prehipertrof zénakra korlatozédik. A gén transzkripcios szabalyozasaban amniotakban
konzervalt disztalis (Dpel és Dpe2) és proximalis DNS-elemek (Pel) és az iniciator elem
(Ine) vesznek részt [13], melyek porc-specifikus Sox faktorokat kdtnek in vitro [12, 13].
Igy Sox9-et, a chondrogén differencialédas f6 transzkripciés faktorat, valamint L-Sox5 és
Sox6 faktorokat, melyek szintén nélkiilozhetetlenek a gén bekapcsolasahoz. A rovid
promoteren talalhato Sl és Sll silencer elemek Nfi fehérjékkel hatnak kolcson [14], de
megtalalhatok mas altalanos faktorok kot6helyei is. A Sox fehérjék HMG box doménjiik
révén specifikus szekvenciat ismernek fel a DNS kis arkaban, ellentétben a DNS nagy
arkaban szekvencia-specifikusan kot6dé klasszikus transzkripciés faktorokkal (pl. Nfi).

Hmgb1, a kromatin abundans fehérjéje, szintén HMG box doménje révén, de nem
szekvencia-specifikusan kot6dik a DNS-hez és ez altal fellazitja a kromatin szerkezetet
[2]. Bar Hmgbl sokoldalian befolyasolja a sejtek miikodését szerepét a
porcdifferencidléodasban nem vizsgaltdk. Funkcidjat a vazrendszer fejlédésében az
endochondralis csontosodas kés6i szakaszaban irtak le, a hipertréf porcsejtek, mint

s sz

A tanulmany szorosan kapcsold6dik azokhoz az el6zetes eredményekhez, melyek
a gén egyedi transzkipciés szabalyozdsanak vizsgalata soran az utdbbi években
szlilettek a csoportban. Az irdanyitd DNS-elemek és transzkripcids faktorok azonositasa
alapjan egy hipotézist allitottunk fel a gén szlkitett, porcfejlédési stadiumtdl fiiggod
kifejez6désének magyarazatara [12].

A térben és id6ben szikitett porcspecifikus Kkifejez6dés szabalyozasaban
dominans szerepe van a rovid promoéternek és a konzervalt DNS-elemek kiilonleges
elrendez6désének a TATA motivum koriil [12]. A rovid promoter 6nmagaban alacsony
aktivitdsi mind transzgenikus egerekben, mind pedig tranziens expresszios
kisérletekben. Magas aktivitasahoz sziikség van tavoli DNS-elemekre. A révid promoter,
egyittmiikodve akar a homolo6g tavoli DNS-elemekkel vagy a minden porcsejtben aktiv
heteroldg Col2al enhanszer elemekkel a génexpresszidt egyarant disztalis vazelemekbe
és a novekedési korong meghatdrozott zonaiba iranyitja [9,12]. Mas porcfehérje
génekhez hasonléan, a Sox faktorok szinergista kélcsénhatasa fontos szerepet jatszik a
Matnl génkifejez6dés regulaciéjaban. Azonban a kulcsfontossagi Pel elemhez kot6dé
Sox9 transzaktivalé hatasat az Ine elemhez kot6d6 L-Sox5/Sox6, mas porcfehérje
génektol eltérbéen, dozisfliggd modon befolyasolja. Alacsony ddézisnal (korai fejlédési
stddiumban) noveli, mig magas dézisnal (késéi fejlodési stadiumban) csokkenti azt [11].
Ezenkivul Nfi faktorok is dézisfiiggé médon befolyasoljak a SOX9 transzaktivalo hatasat.
fgy L-Sox5/Sox6 mellett az Nfi faktorok is fontos szerepet jatszanak a Matnl a
porcfejlédési stadium-fiiggo kifejez6désének szabalyozasban [11].

A csoport el6zetes eredményei alapjan egy modellt allitottunk fel a Matnl
zOonalis kifejezddését iranyitd kilonleges transzkripcios szabalyozasi
mechanizmuséra (1. dbra).
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1. 4bra: Modell a promoéter akivitads Sox trié és Nfi faktorok altali finom hangolaséara.
Abrazoltuk faktokrok DNS-elemekhez kotédését a Matnl aktivaciot a porcfejlédés kezdetén (A), a
korai szakaszaban (B), kés6i proliferativ porcsejtekben optimalis aranyok esetén (C), Sox5/Sox6
felhalmozodasa esetén (D) és Nfi faktorok felhalmozédasa esetén (E).

Hipotézisiink szerint a Sox és Nfi fehérjék kotddése eldsegiti a gén bekapcsolasat.
Mivel az Nfi fehérjék képesek a hisztonokhoz kapcsolddni [1,7], valdszind, hogy a
nukleoszéma struktira fellazitdsaban is szerepet jatszanak (1.A. abra). A porcfejl6dés
kezdeti szakaszaban még a kot6helyek lefedettsége alacsony és Sox9 viszonylag nagy
molaris feleslegben van L-Sox5/So0x6-hoz képest. L-Sox5 /Sox6 kotédése az Ine elemhez
elGsegiti Sox9 kot6dését a kulcsfontossagii Pel elemhez (1.B. abra). Sox faktorok
kot6dése a TATA kornyékére meghajlitja a DNS-t, elGsegitheti TBP és RNS-polimeraz Il
kotédését. A DNS meghajlitasa elGsegitheti mas, nem azonositott faktorok kotodését
Pel-hez és Ine-hez. Az SI elemhez kot6 Nfi fehérjék szintén modulaljak a Sox9 aktivalo
hatasat és hozzajarulnak a promoter aktivalasahoz azaltal, hogy kozvetlen
kélcsonhatasba  lépnek  altaldnos  transzkripciés  faktorokkal,  kiilonbo6z6
koaktivatorokkal és represzorokkal. Az Nfi jelenléte el6segitheti a transzkripcids
preiniciaciés komplex és az enhanszoszéma képzodését. A promoter aktivitdsa a késoi
poliferativ stddiumu chondroblastokban a legmagasabb, amikor a Sox9 és mas faktorok
kotédése optimalis a Pel és a Dpel elemen (1.C. abra). Kés6bbi staddiumokban (pl.
hipertrof prorcsejtekben) vagy amikor Sox trid szintje magas, L-Sox5/Sox6 vetélkedik a
Sox9-cel a Pel Sox kotOhelyéért, ezaltal gatolhatja a Sox9 kotddését (1.D. abra), igy
csokken a Sox9 transzaktivalo hatasa. A Sox helyek nagy telitettsége az Ine elemen
interferalhat a preinciaciés komplex képzédésével a TATA motivumon. Az Nfi
felhalmozédasa szintén csokkentheti a prométer aktivitasat, kompeticié léphet fel
kiilonboz6 aktivator és represszor Nfi izoformak kozott és ez blokkolhatja TBP
kot6dését a TATA-hoz (1.E. dbra).

2- Célkitiizés

A Matnl kifejez6dése és Matnl promoter miikodése transzgénikus egerekben
eltér mas porcfehérje génekétdl, jellegzetes zOndlis mintazatot mutat a novekedési
korongban. Csoportunk célja, hogy megismerjik a gén sajatos transzkripcios
szabalyozasi folyamatait, és mas porcfehérje génekkel azonos és azoktdl eltér6
regulaciés lépéseit. A csoport korabbi eredményei kromatin szint(i szabalyozasra is
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utaltak, ezért e tanulmany célja a Sox-faktorokkal rokon Hmgbl hatasanak és
szerepének tisztazasa a Matnl génexpresszio transzkripcios szabalyozasaban.

Ebbdl a célbdl a jelen tanulmany keretében vizsgalni kivanjuk:

1. a porcdifferenciaciéban szerepet jatsz6 marker gének expressziojat QRT-PCR
analizissel;

2. aMatnl regulaciojaban fontos konzervalt DNS-elemek Sox és Hmgb1 faktorkot6-
képességét tisztitott GST-fuzios fehérjékkel EMSA kisérletekben;

3. aHmgbl hatasat kotranszfekcids kisérletekben a Matnl hosszU promoterére és
Sox fehérjék szinergista kdlcsdnhatasara;

4, a Hmgbl csendesités hatasat allandosult chondrogen kultarakban a
porcspecifikus génexpressziora.

3- Anyagok és modszerek

3.1 Sejtkultdrak

Csirke embrid fibroblaszt (CEF), csirke embri6 porcsejt (CEC) és mesenchyma
kultarak készitését el6zbleg leirtuk [12]. A kis sejtsiiriiségli (LDM) és nagy sejtstiriiségi
mesenchyma kultarakbél (HDM) 1x106 sejtet és 5x106 sejtet lemezeltink 35 mm
atmérojli Petri csészére 10% fetal borjusavét tartalmazé DMEM tapfolyadékban [12].
COS-7 sejtvonalat standard kértlmények kozott tartottuk, 5x105 sejtet lemezeltiink 35
mm atmérdji Petri csészére. A HDM sejtkultira korai proliferativ (la stadiumu)
porsejtekbdl all, mig a CEC kulturat késéi proliferativ (Ib stadiumu) porcsejtek alkotjak.
El6bbire alacsony, utébbira magas Matnl expresszio jellemezd. Az LDM, CEF és COS-7
sejteket Matnl-et nem expresszald kontrollként hasznaltuk.

3.2. Kvantitativ reverz transzkripcié-PCR (QRT-PCR)

Totdl RNS-t preparaltunk CEC, CEF és differencialodé HDM kultirabol RNS
izoldlo kit (Macherey-Nagel) segitségével. QRT-PCR-t génspecifikus primerekkel
RotorGene 3000 késziiléken a SyberGreen protokoll szerint végeztiik: 15 perc 95 °C, 45
ciklus 95 "C 15 masodperc, 60 'C 25 masodperc és 72 'C 25 masodperc [12,15]. Az egyedi
C: értékeket normalizaltuk harom bels6 kontrol gén (Gapdh, 18S rRNS, és 28S rRNS). C-
értékének atlagara

3.3. In vitro DNS-fehérje kélcsénhatasi kisérletek (EMSA)

A két-szall oligonukleotidokkal a -1879/-1791 poziciok kozotti Dpel elemet,
harom proébara tagoltuk: 5'-GAG TCC AGT GTT TTC GTT TTT GGA GGC CCG GGG AA-3’
(DpelA), 5'-GGA AAA ATT ATG TTT CAT ATA TTA AAA ATA AAC A-3' (DpelB), 5'-AAA
TAA ACA CTA CTT TTA CAG AGG TAT AAA TGC-3' (DpelC). A Pel és Ine elem
szekvencigjat a 3.A. abra mutatja [12, 13]. A Hmgbl teljes kodolo régidjat [3] pGEX
expresszios vektorba klonoztuk. A GST-flzids L-Sox5, SOX9 és Hmgb1 fehérjéket BL21
codon+RIL sejtekben termeltettiik, majd glutation-szefar6z oszlopon tisztitottuk [12,
15]. A kotési kisérletek soran 30 fmol jeldlt DNS probat inkubaltunk 0,6-3,2 ug tisztitott
fehérjével 500 ng nem specifikus poli-(dGdC) kompetitor jelenlétében Sox-specifikus
pufferben (100mM TrisHCI pH7,9, 20 mM MgCl,, 05 mM EDTA, 11 mM DTT, 0,25%
Igepal, 8% ficoll, 250 mg/ml BSA) inkubaltuk [12, 15].

3.4. Kotranszfekcios kisérletek

A HDM kultarat 5x106 sejtszamnal, mig a LDM kultdrat 1x106 sejtszamnal
transzfektaltuk a Ca-foszfat precipitacios médszerrel [12, 15]. CEF és CEC kultdra esetén
ez a sejtszam 7x105 volt. Az AC8Luc riporter plazmidbdl, illetve annak
mutansvaltozataibél LDM, HDM és COS-7 sejtek esetén 5 ug-t hasznaltunk, mig CEF és
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CEC Kkulturaknal a riporter plazmidok mennyisége 2 pg volt. A Kotranszfekci6
kisérleteinkben a kovetkezd expresszids plazmidokat hasznaltuk: pcDNAS5'UT-FLAG-L-
Sox5 (pFSox5), pcDNAS5S'UT-FLAG-Sox6 (pFSox6) és pCDMA-SOX9 (pSOX9) vagy
pPcDNAS5'UT-FLAG-SOX9 (pFSOX9) [10] és pHmgbl, [3]. A legtobb kisérlethez, 125 ng
pFSox5, 125 ng pFSox6 és 250 ng pSOX9 vagy 250 ng pFSOX9 plazmidot hasznaltunk
100 ng pHmgb1 jelenlétében, illetve a nélkiil. Bizonyos esetkben emelkedé mennyiségl
pHmgbl (0-500 ng) vagy pFSox5 és pFSox6 (0-250 ng) plazmidokat hasznaltunk.
Minden mérést 3-10 alkalommal, harmasaval végeztiink. Az eredmények statisztikai
kiértékelése KyPlot version 2.0 beta 15. programmal egy utas variancia analizissel
(ANOVA) és Dunett féle teszttel tértént. A szignifikancia mértékét (*p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001) az Ures vektorral transzfektalt riporterekre vonatkoztatva vagy (¥p<0.05,
#p<0.01, ##p<0.001) a jel6lt mddon szamoltuk.

3.5. Western analizissel és QRT-PCR-rel kombinalt
kotranszfekcio

A Hmgbl és Sox fehérjék egyidejli kimutatasira el6allitottuk a pFHmgb1
expresszios plazmidot, a Hmgbl kodolo régidjat beépitve a pcDNAS5-UT-2FLAG
vektorba [15]. COS-7 sejteket kotranszfektaltuk 10 pg AC8Luc riporterrel, allandé
mennyiségi (1 pg) pFS0X9, pFSox6, pFSox5 és emelked6 mennyiségli pFHmgb1 effektor
plazmidokkal. A transzfektalt sejeteket lizaltuk, a feltliszébdl a luciferaz mérés utan
Wetern analizist végeztiink polikonalis nyul anti-FLAG (Sigma) ellenanyagal az el6z6leg
leirt médon [12, 15].

Az endogén Matnl indukalhatésaganak tesztelésére COS-7 sejteket
kotranszfektaltunk 2ul TurboFect (ThermoScientific, R0531) reagens felhasznalasaval a
kovetkezd plazmid mennyiségekkel 50 ng pFSOX9, 75 ng pFSox5 és 75 ng pFSox6 800
ng pFHmMgb1l jelenlétében, illetve a nélkil. A transzfekciét duplikdtumban végeztiik
harom alaklommal. A mintakbdl RNS izolaltunk, majd cDNS-é irtuk at és Matnl mRNS
szintet QRT-PCR hataroztuk meg. A C; értékeket Gapdh mRNS szintre normalizaltuk.

3.6. Hmgb1l csendesités

A csendesitési kisérletet két human (C-28/12, SW1353) és egy patkany(RCS)
allandosult chondrogen sejtvonalon végeztiik, az alabbi siRNS-ek (Bioneer Corporation,
Daejeon, Korea) felhasznalasaval: human HMGB1 5’-caggaggaauacugaacau-3’; patkany
Hmgbl 5'-cugucaacuucucagaguu-3'; human GAPDH 5'-gugugaaccaugagaagua-3' €s
negativ kontroll siRNS 5’-ccuacgccaccaauuucgu-3'. 1,2-2,0 x 105 sejtet lemezeltiink ki 6-
Ilyukda lemezekre, majd 24 draval a kilemezelés utan transzfektaltuk 100-400 pmoles
siRNS duplexszel X-tremeGENE siRNS transzfekciés reagens (Roche Applied Science)
felhasznalasaval. Az RCS sejteket 30 odraval, a C-28/12 és SW1353 42 oraval a
transzfekcié utan gydjtottik be. RNS tisztitottunk és QRT-PCR analizissel kovettiik a
marker génexpressziot, amit az Rps18 mRNS szintjéhez viszonyitva dbrazoltunk.

HOM

2. dbra: A marker génexpresszio 6sszehasonlitasa az in vitro porcdifferencialodas soran. A
markerek mRNS szintjét QRT-PCR-rel kdvettiik HDM kultdrban az in vitro chondrogenesis soran,
a relativ expressziés értékeket HDM 0 napos értékre harom bels6 kontrolra vonatkoztatva adtuk
meg. Az értékeket dsszehasonlitottuk a nem expresszald CEF és a Matnl-t magasan expresszald
kultdrak mRNS szintjeivel.
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4- Eredmények

4.1. A marker génexpresszié valtozasa in vitro differencialodé
porckultirakban

A porcdifferencialédas kiilonb6z6 stadiumait modellezé kultarakban QRT-PCR
analizissel kovettik a marker gének expresszidjat. Ebbdl a célbdl porcca
differencialtattunk nagy stir(iségli mesenchyma (HDM) kultdrat. Pozitiv kontrolként a
magas Matnl expresszioju CEC kultirat, mig negativ kontrolként a gént nem expresszald
CEF kultarat hasznaltuk. Minden értéket a HDM 0. napos értékhez viszonyitva adtunk
meg.

A porcdifferncialédas korai stddiumat képvisel6 HDM kultdraban az L-Sox5
MRNS alacsony szintjével szemben a Sox9 mRNS szintje fokozatosan emelkedett, a 4.
napon Kisebb csuccsal (2.A. abra). Legmagasabb értéket azonban mindkét mRNS
expresszidja a f6ként kés6i poliferativ porcsejtekbdl all6 CEC kultiraban ért el. A Sox6
két csucsot adott, az els6t a HDM kultdraban 3-4. napon, a masodikat CEC kultiraban. A
Matnl aktivaciéjat a 4. naptdl detektaltuk, parhuzamosan a Sox9 és a Sox6 elsé
csucsaval, majd szintje CEC kultaraban 2057-szeresére emelkedett (2.B. dbra). Ez a
legmeredekebb mRNS akkumulécié az ECM gének kozott, szemben a Col2al mRNS 181-
szeres relativ emelkedésével. Szemben a Matnl és Matn3 expresszidval, a Matn4 mRNS
szint a csticsat HDM kulttraban éri el, ami jelzi lehetséges szerepét a porcfejlédés korai
szakaszaban. A Hmgnl mRNS expresziéja HDM 0. napos kultirédban érte el a
maximumat, majd fokozatosan csokkent, aldtdmasztva a chondrogenesis korai
szakaszaban betdltott szerepét [4]. A Sox faktorokkal rokon HMGB domént tartalmazé
Hmgb1l mRNS szintje a nem expresszalé CEF-ben volt legmagasabb, majd meredeken és
folyamatosan csokkent a porcdifferencidacé elérehaladtaval (2C. abra). A Hmgbl
expressziés mintazatdzata inverz korrelaciot mutatott a Sox9, Sox5 és ECM fehérje (
Matnl és Matn3) génekével.

Tehat kimutattuk, hogy mig a Sox gének expresszidja n6é a chondrogenesis soran,
addig a Hmgb1-é csokken, hasonléan a chondrogenesis kezdeti szakaszaban szerepet
jatsz6 Hmgnl génhez.

4.2. Hmgb1 kétodik a Matn1 konzervdlt DNS elemeihez

A Kkovetkez6 Kisérletsorozatban tisztitott Sox és Hmgb1 fehérjék in vitro
kotédését vizsgaltuk a Matnl konzervat DNS elemeihez (3. abra). SOX9 legerésebben a
Pel elemhez és Dpel 3’ végi Sox motivumahoz kotédik, mig a Sox5 leghatékonyabban a
Dpel 5’ végi motivumait ismeri fel (3.B. &bra). Erdekesség, hogy az Ine, amit leginkabb a
Sox5 és Sox6 ismer fel [11], a tobbi elemhez képest gyenge kot6képességet mutat. Ezek
utan kivancsiak voltunk, vajon Hmgbl tud-e kot6dni a DNS-elemekhez. Az EMSA
kisérleteinkbdl kidertlt, hogy a Hmgbl a Sox9-cel ellentétben a Dpel 5’ végi motivumait
ismeri fel leghatékonyabban (3.D. abra). Azon tul mindharom fehérjével végzett kotési
kisérleteink alapjan a Hmgbl jelenléte minden elemen befolyasolja a Sox faktorok
kotédését [15].
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3. &bra: GST-flizi6s Sox és Hmgb1 fehérjék in vitro kotédésének dsszehasonlitasa a Matnl
konzervalt DNS-elemeihez. A hasznalt oligdk szekvencidi és a Sox kot6helyek (A) GST-flzids
SOX9 (B), L-Sox5 (C) és Hmgb1 (D) in vitro kotédési vizsgalata.

Tehat a Hmgb1 a Sox9-cel ellentétes affinitassal kotédik a Matnl konzervalt DNS
elemeihez, ami sugallja a gén szabalyozasaban betoltott szerepét.

4.3. Hmgbl hatasa a Matnl hosszi promoterének
aktivitasara

A kovetkezd kisérletsorozatban Hmgb1 hatdsat vizsgaltuk a Matnl promoter
aktivitasara. Ebbdl a célbdl a gén hosszu promoterét tartalmazo, AC8Luc konstrukciot
novekvé mennyiségi (50-500 ng) mennyiségli Hmgb1 fehérjét expresszalé plazmiddal
kotranszfektaltuk az emlitett négy mesenchymalis sejtkultirdban (4.A. abra). Az
eredmények minden esetben atmeneti emelkedést mutattak 100 ng pHmgbl-nél
megfigyelt cstccsal. A Hmgbl hatasa HDM sejtkultiraban volt a legnagyobb (2,57-
szeres), mig a tobbi kultlraban csak 1,3-1,6-szoros aktivalast észleltiink. Ugyanakkor
CEC kultdraban a magas Hmgb1 értékek gatlé hatastak voltak.

A Hmgb1 hatdsa a korai fejlodési stadiumot képvisel6 HDM kultiraban volt a
legnagyobb, mig a késdi fejlédési stadiumot képvisel6 CEC kultiraban jelenléte gatolt.
Tehat a Hmgb1 koncentraciotol fiiggéen aktival vagy gatol. Mivel a maximalis aktivald
hatast 100 ng mennyiségi pHmgb1 esetén lehetett elérni, tovabbi kotranszfekcids
kisérleteinkben is ezzel a mennyiséggel dolgoztunk.
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4. dbra: A Hmgbl hatdsa Matnl hosszG promoterére és Sox trié szinergista
kolcsbnhatédsara. A hosszi promdter dézis-fiiggé aktivaciéja a Hmgb1 hatasara (A). Hmgb1 és
Sox trié egyiittes hatdsa a hosszu prométer aktivitdsdra mesenchyma kulturdkban (B). Novekvd
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mennyiségli FLAG-jeldlt Hmgb1l és allandé mennyiségli Sox tri6 kotranszfekciéjanak hatasa
kombinalt Western analizissel kovetve (C). A szignifikancia értékeket (*p<0.05, **p<0.01,
***n<0.001) az Ures vektorral transzfektalt mintakra vonatkoztatva és (¥p<0.05, ##p<0.01,
###1n<0.001) a jeldlt médon adtuk meg.

44. A Hmgbl elbésegiti a Sox fehérjék szinergista
kolcsonhatdsdt a porcfejlodés korai szakaszaban

Ezek utan kivancsiak voltunk, hogy a Hmgb1 jelenléte hogyan befolyasolja a Sox-
trid szinergista kélcsénhatasat a chondrogenesis korai stadiumat képviseld kultirakban.
Ebbdl a célbdl allandé mennyiségli (250ng pSOX9) és novekvé mennyiségii (50ng,
125ng és 250ng) pL-Sox5 és pSox6 plazmidokat transzfektaltunk Hmgbl nélkil és
Hmgbl jelenlétében CEF, LDM és HDM sejtekbe (4.B. abra). A Sox tri6 dézisfiiggd
szinergista aktivald hatasat a Hmgb1 CEF kultdraban masfélszeresére, mig LDM és HDM
kultiraban tobb mint kétszeresére novelte. S6t HDM kultiraban a Hmgb1 ellenstlyozta
a nagyddzisu L-Sox5/Sox6 gatlo hatasat a SOX9-medialta prométer aktivalasra.

Tehat a Sox trié a koncentraciofiiggé csokkenés HDM Kkultiraban koncentraciofiiggd
névekedésbe megy at Hmgb1l jelenlétében. A HDM kultara a korai poliferativ stadiumot
képviseli, ami azt igazolja, hogy a Hmgbl-nek a porcfejlédés korai szakaszdban van
szerepe, még pedig elGsegiti a Sox fehérjék szinergista kolcsonhatasat.

Annak megerdsitésére, hogy a Hmgb1l elGsegiti a Sox trié altali promoter
aktivaciot, COS-7 sejeteket kotranszfektaltunk allandé mennyiségli Sox- és novekvd
mennyiségli Hmgbl-expresszald plazmidokkal és a luciferaz merést wetern analizissel
kombinalva kovettiik a Matnl promoter aktivitast (4.C. abra).

Mig a Sox tri6 6nmagadban 16-szorost a promoter aktivalast mutatott, addig 3:1
Hmgb1:S0X9 moléris aranynal az aktivacio 38-szorosara emelkedett.

Ezekbdl az adatokbdl azt kovetkeztethetjiik, hogy az optimalis mennyiségi
Hmgb1 jelenléte elGsegiti a Sox triéo doézisfiiggd szinergista aktivacidjat a Matnl
promoteren,

4.5. A Hmgb1 elébsegiti az endogén Matnl Sox trio altali
bekapcsoldsdt a gént nem termel6 sejtekben

1. tablazat: Az endogén Matnl indukcioja a gént nem expresszalé COS-
7 sejtekben Sox trié és Hmgb1 hataséara

Transzkripcios faktor Matnl expresszids szint

2-ACt+SEM2 aktivalas p érték

Ures Vector 1.95E-06 + 1.47E-07 1

Hmgbl 2.42E-06 = 2.87E-07 124 9.90E-01
Sox trié 5.03E-05 * 5.64E-06 25.76 7.08E-03

Sox tri6 + Hmgbl 1.54E-04 + 2.65E-05 78.68

2.25E-05

aMatnl mRNS szintet az allandé Gapdh mRNS szinthez képest adtuk
meg.

A kovetkezd Kisérletsorozatban, azt vizsgaltuk, hogy vajon az optimalis
mennyiségii Sox tri6 elegend6-e ektopikus Matnl expresszio kivaltasahoz a fehérjét nem
termel6 COS-7 sejetekben, illetve Hmgb1 vajon elGsegiti-e az indukciot. Az optimalis
aranya és mennyiségli L-Sox5/Sox6 és Sox9 26-szorosara ndvelte a COS-7 sejtek a
rendkivul alacsony endogén Matnl expresszids szintjét (1. téblazat). Ugyanakkor
Hmgbl jelenlétében a Sox trié6 79-szeresére novelte az endogén Matnl expresszids
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szintet az Ures vektorral transzfektalt kontrolhoz képest, ami haromszorosa a Sox trié
egyediili indukcids hatasanak.

Ezek alapjan, a Hmgb1 elGsegitette Sox trié medidlta Matnl promoéter aktivaciot,
s6t elGsegitette a endogén Matnl Sox trio altali bekapcsolasat, tehat az ektopikus
génexpressziot.

46. A Hmgbl csendesités hatdasa a porcspecifikus
génexpressziora

RCS
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5. dbra: A Hmgb1 csendesités hatasa a porcspecifikus génexpressziora RCS sejtekben. Az
RCS sejteket névekvé mennyiségli (200 pmol és 400 pmol) patkany Hmgb1 siRNS és negativ
kontroll siRNS (Ctrl) duplexszel transzfektaltuk. QRT-PCR analizissel kovettik a marker gén
expressziot, az allandé Rps18 mRNS szinthez képest adtuk meg. A szignifikancia *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001, amit a nem transzfektalt mintakra vonatkoztattunk.

Ezek utan csendesitési kisérleteket végeztiink allandésult chondrogén
sejtvonalakon annak vizsgalatara, hogy a Hmgbl hogyan hat az endogén Matnl-re a
kés6i porcfejlédési stadiumokban. Az inmortalizalt borda porcsejt (C-28/12) és
chondroszarkéma eredeti (SW1353) sejtvonalak a porcspecifikus géneket alacsony
szinten termelik [5, 6]. Az RCS (patkdny chondroszarkoma) sejtvonalban a
porcspecifikus marker gének expresszioja magasabb, de a primer sejtkultirakban mért
értéket nem éri el [11]. Az irodalmi adatokkal 6sszhangban human sejtvonalakban
alacsony MATN1 (3.99x10-5 C-28/12-ban és 9.74x10-5 SW1353 sejtekben) és COL2A1
(4x10-5 C-28/12-ban és 1x10-5 SW1353 sejtekben) mRNS szintet mértiink [15]. A SOX9
mMRNS szint rendkivil alacsony (7.16x10-2 C-28/12-ban és 4.74x10-2 SW1353 sejtekben)
volt, szemben a magas HMGB1 mRNS szinttel (1.59 C-28/12-ban és 1.46 SW1353
sejtekben). RCS sejtek sokkal magasabb relativ Col2al (8x10-2), Sox9-(2.51) és Matnl
(3.56x10-4) mRNS szintet mutattak, mig a Hmgb1l mRNS expresszidja (1.39x10-1) sokkal
alacsonyabb volt patkany- mint human-sejtvonalakban (5. abra).

Mivel ezek a sejtvonalakra a primer sejtkultirakkal ellentétben magas a HMGB1
és alacsony porcspecifikus marker génexpresszid jellemzd, ezért igen alkalmasak arra,
hogy csendesitési kisérletben teszteljik hipotézistinket, mely szerint a SOX9-hez képest
megemelkedett HMGBL1 szint gatolhatja a marker expressziot chondrogén sejtekben. A
HMGB1 2.5-szeres csendesitésének hatdsara C-28/12 sejtekben a MATNL1 és a COL2A1
expresszioja 4-szeres, illetve 5-szorosére emelkedett. SW1353 sejtekben MATNL és
COL2A1 expresszi6 szintjének novekedése 9.6-32-szeres és 10-13-szoros volt. Az
aktivacio specifikus volt, mert sem a GAPDH sem a SOX9 mRNS szint nem valtozott. A
legnagyobb expresszids valtozast RCS sejtekben mértik, ezért e tanulmanyban azt
abrazoltuk (5. abra). Mikor csendesités hatasara RCS sejtekben a Hmgbl mRNS szintje
42-57-szer alacsonyabbra cs6kkent, mint a Sox9 mRNS-¢, akkor a Matnl és a Col2al
MRNS szintje 59-74-szeresére, illetve 9.3-15.9-szeresére emelkedett (5. dbra). A Hmgbl
csendesitése ebben az esetben sem okozott szignifikans valtozast a Hprt és a Sox9 mRNS
szintjében, ezért a hatds specifikusnak tekintheté.
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Humén és patkany chondrogen sejtvonalakban siRNS-sel csokkentve a
magas HMGB1/Hmgb1 mRNS szintet, a MATN1/Matn1 és a COL2A1/Col2al
expresszidja nagymértékben nétt. Ez megerdsiti azt hipotézisiinket, hogy a
Hmgb1 nagy mennyiségben interferalhat a Sox-tri6 altal mediélt promoter
aktivacioval a Matnl és a Col2al esetében.

5- Az eredmények megvitatasa

A porcdifferencialédas kiilonb6z6 stadiumait modellezé kultarakban QRT-PCR
analizissel kovettik a marker gének expresszidjat. Kimutattuk, hogy a Sox gének
expresszidja né a chondrogenesis soran, a Hmgbl géné csokken, hasonléan a
chondrogenesis kezdeti szakaszaban szerepet jatsz6 Hmgnl génhez. Tisztitott Hmgbl
fehérjével végzett in vitro kotési kisérletekben bizonyitottuk, hogy Hmgb1 koét6dik a
Matnl konzervalt DNS elemeihez, leghatékonyabban a Dpel 5’ végi motivumait ismeri
fel és jelenléte befolyasolja L-Sox5 és SOX9 fehérjék kotédését ezekhez az elemekhez.
Igazoltuk, hogy a Pel, Ine és Dpel elemek kiilonb6z6 affinitassal kotnek SOX9, L-Sox5 és
Hmgbl faktorokat in vitro. SOX9 legerésebben a Pel elemhez és a Dpel 3’ végi Sox
motivumahoz kotédik, mig Sox5 és Hmgb1 leghatékonyabban a Dpel 5’ végi motivumait
ismeri fel. A Hmgb1 és Sox faktorok kot6dését in vitro mddszerek mellett alatdmasztjak
a debreceni partneriink altal végzett ChlP kisérletek eredményei is [15]. Kotranszfekcios
kisérletekben kimutattuk, hogy Hmgb1 ugyancsak dézisfiiggé médon befolyasolja a Sox
trié szinergista aktivalé hatasat. Mivel ismert, hogy a Hmgbl képes a hiszton H1
leszoritasaval fluidizalni tudja a kromatin szerkezetet [2], ezért feltételezziik, hogy a
Hmgb1 alacsony ddzisnal a kromatin szerkezetet fellazitva segiti el a Sox trié kot6dését
a DNS-elemekhez és a prométer aktivalasat. Magas dozisnal azonban interferalhat a Sox
faktorok kotodésével. Tovabbi kisérletként a Matnl-et nem termel6 COS-7 sejteken
optimdlis mennyiségi S0X9, L-Sox5, Sox6 és Hmgbl expresszalé plazmidokkal
transzfektaltuk, melynek hatasara ki tudtuk mutatni a endogén Matnl indukciojat és a
Matnl mRNS expressziojat.

Chondrogén sejtvonalakon végzett csendesitési kisérleteinkben igazoltuk, hogy a
Hmgbl nagy doézisban gatolja a porcspecifikus génexpressziét. Human (C-28/12,
SW1353) és patkany (RCS) sejtvonalakban siRNS-sel csokkentve a magas
HMGB1/Hmgbl mRNS szintet, a Matnl és a Col2al génexpresszidja nagymértékben
n6tt. A Hmgb1 magas expresszidja mas tumoros sejtekben is ismert [8]
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6. abra: Modell a Matn1 prométer Hmgb1 és Sox faktorok altali szabalyozasara. Abréazoltuk
a faktor kot6dését a konzervalt DNS-elemekhez a porcfejlodés kezdetén (A), a korai szakaszaban
(B), késéi proliferativ porcsejtekben (C), és rakos sejtvonalakban (D).
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Ezek az adatok 6sszhangban &llnak a Matnl transzkripcios szabalyozasat
leir6 korabbi kézleményekkel [12,13,15], megerdsitve és tovabbfejlesztve a Sox
tri6 dézisfiiggé szinergista kolcsonhatdsat a promoteren. Erdeményeink
ugyancsak 6sszhangban allnak a Hmgb1 széles kori hatasaval és kiszélesitik azt.

A fenti eredmények alapjan a Matnl kildnleges transzkripcios
szabéalyozasara javasolt modelliinket kiegészitettiik a Hmgb1 szerepével. Hmgb1l
kotédik a Dpel, Pel és Ine elemhez fibroblasztokban és elkotelezett
mesenchyma sejtekben (6.A. abra). A kromatin struktara felnyitasat a konzervalt
DNS-elemekhez kot6d6 és a hiszton H1-et leszorit6 Hmgbl végzi, val6jaban még
a Sox faktorok bekotddése eldtt és ezaltal eldsegiti a porc-specifikus Sox faktorok
kot6dését a TATA kozelében a chondrogenesis korai szakaszaban (6.B. dbra). A
gén transzkripcios aktivitdsa megnd, amikor a Hmgb1 kot6dését a Sox9 kotddése
valtja fel és L-Sox5/Sox6 dozis-fiiggé médon noveli a Sox9 transzaktivalé hatasat
a késo6i proliferativ porcsejtekben (6.C. abra). A magas Hmgbl expresszioju
hipertréf porcsejtekben vagy Hmgb1 fehérjét nagy mennyiségben termel6 rakos
sejtekben a Hmgbl nagy doézisa és kot6dése megakadalyozza a Sox fehérjék
kotédését (6.D. dbra).

A Matnl zonalis kifejez6dését iranyité transzkripcids szabalyozas felderitése
elGsegitheti a szoveti differenciacié jobb megértését és a novekedési korong fontos
zdnaira specifikus vektorok el6allitasat, ami hasznos lehet iziileti betegségek terapias
eljarasainak kidolgozasakor. Hmgbl expresszié6 emelkedett szintjét mutattak Kki
arthritisben szenvedd betegekben [8], ami adataink szerint a porcfehérje gének
csokkenéséhez vezethet.
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Dr. Fejes Zsolt: Felsd-1éguti betegségek kontra mandula miitét — Nemzetkozi
Kozszolgalati Egyetem, Katonai Miiszaki Doktori Iskola

Bevezetés

Dolgozatom elkészitésének alap motivacidja az volt, hogy Osszefoglaldo elemzést
készitsek az ENSZ Ciprusi Békefenntartd Misszidjaban (United Nations Peacekeeping
Forces in Cyprus, UNFICYP) el6fordul6 fels6-1éguati megbetegedésekral.

Az UNFICYP-et az ENSZ Biztonsagi Tanacsa 1964 marciusaban elfogadott 186-0s szamu
BT hatarozata alapjan hoztak létre. 1964 aprilisiban kezdhette meg miikodését a tobb
nemzetiségli katonai misszi6, annak érdekében, hogy a sziget (gorog és térok) cipridta
lakossaga kozott fennallé vallasi és etnikai konfliktust csokkentse. Ezek az eréfeszitések
az els6 tiz évben sikerrel jartak, azonban 1974-ben az ENSZ csapatok jelenléte ellenére
véres haboru vette kezdetét, minkét oldalon tobb ezer adldozatot kdvetelve. Az UNFICYP
mandatumat megvaltoztatva azdéta is a tiizsziinet fenntartisat hivatott érizni, feladat
rendszere azonban egyre inkabb politikai szerepvallalas felé tolodik el.

Napjainkban a katonai erdket, egy kisebb létszamu, szintén multinacionalis rendéri er6,
illetve civil adminisztracid egésziti ki. Az északi torokok, valamint a déli gérogok lakta
teriiletek kozott huzédé ENSZ (itkozdé zonat a vilagszervezet mintegy 15 orszag
képviseletébdl all6 katonai erdvel, valamint egy Kkisebb létszamu, szintén
tobbnemzetiségli rend6ri erdvel feltigyeli. A misszidban jelenleg 21 nemzet képviselteti
magat. Magyarorszag katonaival 1996 6ta alland¢ tagja a misszidnak.

Kutatasi hipotézis

A ciprusi miiveleti teriiletre a katonak nagyobb része Eurdopabdl (Egyesilt Kirdlysag,
Szlovékia, Magyarorszag), kisebb hényada pedig Dél-Amerikabdl (Argentina, Chile,
Paraguay) érkezik.

Kutatdsom megkezdése el6tt azt feltételeztem, hogy a misszioban a fels6-léguti
megbetegedések az amerikai kontinensrél érkezéket érinti nagyobb aranyban. Ennek
okat a nagy foldrajzi tavolsagban, az északi-, déli félteke kdzotti évszakbeli eltérésben, a
taplalkozasi- és hygiénés szokasokban mutatkoz kiilonbségek miatt feltételezhetGen
eltér6 szadj- garat mikrobafléraban, valamint mindezek Osszességeként az
apatogén/patogén korokozok kolonizacidés képességében mutatkoz6 kulénbségben
lattam.

A vizsgalatok statisztikai elemzésének adatai azonban a korabban feltételezettdl eltérd
eredményt hoztak, abban a tekintetben, hogy a kiilonb6z6 egészségiigyi mutatokat és
diagnozis-gyakorisagot Osszevetve a fels6-léguti megbetegedések - az UNFICYP négy
kontingense viszonylatdban — nem a dél amerikai kontinensrél érkezdék, hanem a
magyarok korében fordultak el6 a legnagyobb aranyban.

A kutatds eredményein keresztiil szerettem volna véalaszt kapni arra a kérdésre, hogy
létezik-e Osszefiiggés a gyermek illetve feln6tt korban elvégzett orr- és garatmandula
mitétek, valamint a feln6tt korban el6forduld felsé-léguti fert6zések eléfordulasi
gyakorisaga kozott.

Ugyancsak valaszt vartam arra a kérdésre, hogy mi az oka annak, hogy a missziéban a
magyar katondk korében magasabb aranyban fordulnak el6 felsg-1éguti
megbetegedések, mint a vizsgalatba bevont tébbi harom nemzet katonainal.

Tanulmanyomban a fentebb emlitett tények igazolasara keresek egészségligyi és
mikrobioldgiai vonatkozasu 0sszefliggéseket.
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Kutatasi modszerek

A kutatds soran a nemzetkozi vilagszervezet adatbazisaban szerepld specifikus rész-
adatallomany, tébb szempontos elemzését végeztem el azzal a céllal, hogy a missziéban
szolgalatot teljesit6 katondk korében el6forduld fels6-léguti megbetegedések
gyakorisagarol, ezek vélhet6 vagy valdszin(sithet6 okair6l realis képet Kkapjak.
Elemzéseimet négy nemzet katonainak kérében végeztem, négy év viszonylataban.

Tekintve, hogy a kiildé orszagok a missziéban résztvevék kivalasztasat standardizalt
madszerek és elvarasok szerint végzik, vizsgalataimat - életkort, munka tevékenységet,
munkakorulményeket, altalanos fizikai- és egészségi allapotot tekintve - homogén,
egészséges populacidban végeztem. A Kkutatas statisztikai alapjainak egységes
rendszerét az ENSZ altal standardizalt adatfeldolgozasi- és jelentési kritérium rendszer
biztositotta. A kutatas harom kiilonb6z6 mddszerrel, az alabbi fazisokban zajlott:

1. Retrospektiv adatgyiijtés, statisztikai elemzés

Retrospektiv adatgy(jtést majd statisztikai elemzést végeztem a misszidban jelentésre
keriilt betegségszamokkal kapcsolatosan.

A retrospektiv elemzés célja az volt, hogy a kutatoi hipotézisekben megfogalmazottakat
konkrét, valés szamadatokkal tamasszam ala illetve, hogy a kutatds ilyen modon
keletkez6 sarok-szamait, késGbbiekben a miitéti-, és mikrobioldgiai adatokkal
Osszevetve, objektiv eredményekhez jussak.

Négy nemzet - argentin, brit, szlovdk, magyar - katonainak négy év alatt keletkezett
egészségugyi dokumentéacigjat analizaltam. A 2009. januar 1. és 2012. december 31.
kozott regisztralasra Keriilt 15,749 eset elsédleges elemzését kovetGen 2,521 fels6-
légati megbetegedés eredményeit emeltem ki tovabbi statisztikai feldolgozas és
tanulmanyozas céljabol.

2. Kérdéives felmérés

A kérdéives felmérés ugyancsak négy kontingens bevondasaval zajlott, melynek célja egy
real-time allapot elemzéséhez sziikséges adatbazis kialakitasa volt, ahol megvizsgaltam
a misszidban szolgaldk demografiai, antropometriai és egészségligyi paramétereit, majd
ezeket Osszehasonlitottam egymassal. A Kkutatds ezen szakaszaban kozel 600 f6
kérdoives kikérdezése és fiil-orr-gégészeti fizikalis vizsgalata tortént meg.

3. Mikrobioldgiai laboratériumi vizsgalat

Mikrobioldgiai laboratériumi vizsgalatot - garatvaladék mintak elemzését - végeztem
garatmandula eltavolitdson atesettek csoportjaban illetve ennek kontroll csoportjanal,
mintegy 200 esetben. Tettem ezt annak érdekében, hogy a szdj-, garat baktériumflora
mindségi és mennyiségi valtozasait, az esetlegesen fennallé kiilonbségeket a két csoport
vonatkozésaban kimutassam.

Kutatasi eredmények

1. Felsé-1éguti megbetegedésekkel kapcsolatos eredmények

Megallapitottam, hogy a missziéban az 0sszes regisztralasra kerult betegségcsoporton
beliil, a fels6-1éguti megbetegedések éves szinten 17%-21%-o0s aranyban fordulnak elé.
A fels6-léguti megbetegedések szamai 4 év viszonylatdban kozel egységes képet
mutatnak, nagy kiugras, illetve jelentés csokkenés az évek kozotti 6sszehasonlitasban
nem mutatkozott.

A 2009-ben kezdédott és 2010-ben befejez6dott HIN1 influenza vilagjarvany idészaka
alatt a fels6-léguti megbetegedések ardnya nem valtozott, a missziét a pandémia
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érdemben nem érintette. Jellemzd, hogy a szlovdak kontingens katonainal a
megbetegedések szama folyamatosan alacsonyabb, mig a magyaroknal folyamatosan
magasabb aranyt mutat a masik két kontingenshez (argentin, brit) viszonyitva. Négy év
viszonylataban a magyar kontingens fels6-léguti megbetegedési aranyszamai a
legmagasabbak.

Fels6-léguti megbetegedések aranya 2009-2012 kdzott a misszidban

Vizsgélt év ARG BRIT SLOV HUN
2009 15% 26% 13% 30%
2010 14% 16% 11% 26%
2011 17% 17% 11% 28%
2012 14% 11% 11% 32%

2. Diagnozis-csoportokkal kapcsolatos eredmények

A kutatas adatainak konnyebb kezelhetGsége és egyszerlibb értelmezhetdsége okan az
eddig vizsgalt fels6-léguti betegség csoportbol tovabbi diagnosztikai csoportokat
alkottam, két nagy betegség-csoportra koncentralva:

1sz. diagnézis-csoport: nathaval jaré betegségek,
2sz. diagnozis-csoport: torokfajassal jaro betegségek.

Az els6 csoportba a nathaval jar6 megbetegedések - gyijté néven: rhinitisek - killonb6z8
megjelenési formai kertiltek. Ide soroltam a fert6zéses eredetli nathat, a meghtilést vagy
megfazast (rhinitis acuta), az allergids nathat (rhinitis allergica), és valamennyi
orrmellékiireg gyulladast, igy az arctireg, a homlokiireg, a rostasejt és ikébol gyulladasos
megbetegedéseit (rhinosinusitisek).

A masodik csoportba a garat-, valamint a mandula Kkialonb6z6 gyulladdsos
megbetegedései (gy(ijt6 név: torok-gyulladasok) keriltek. (pharyngitisek és a
tonsillitisek).

Megvizsgaltam, hogy a két diagnosztikai csoport milyen aranyt képvisel a fels6-1éguti
megbetegedéseken beliil. Megallapitasra kertlt, hogy mind a misszid egészét tekintve,
mind kontingensekre lebontva ezeket az adatokat, valamennyi vizsgalt nemzet esetében
az l.sz diagnOzis csoport (nathaval jar6 betegségek) betegségei nagyobb aranyban
fordultak eld, mint a 2.sz diagnozis csoport (torokgyulladasok)betegségei.

Diagndzis-csoportok betegségeinek el6fordulési aranya 2009-2012 kozott

Diagnozis-csoportok 2009 2010 2011 2012
Rhinitisek (1.sz) 70% 68% 77% 68%
Torokgyulladasok (2.sz) 30% 32% 23% 32%

Az aranyszamokban mutatkozé eltérés természetes, a tendencia megegyezik a civil
gyakorlatban szerzett tapasztalataimmal, melyen sem a kivalasztott populacio, sem az
eltéré kornyezet, sem a feladatokkal jard speciadlis megterhelés érdemben nem
valtoztatott.

3. A 100 fére vetitett esetszam értékekkel kapcsolatos
eredmények

Eddigi vizsgalataimban az abszolut értéken megjelenitett adatokat, a misszié dsszesitett
adatait, valamint a kontingensen beliil keletkezé adatok/aranyok oOsszehasonlitasat
végeztem. Ezen alapadatok alapvetd jelentéséggel birnak, azonban a kontingensek
kozotti dsszehasonlitdsban a statisztikai szamitasoknak ezen alapuld, egymas mellé
tétele, és ilyen modon torténd vizsgalata nem elégséges a korrekt kovetkeztetések
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levonasahoz, hiszen a misszidban szolgalo, dolgozatomban Osszehasonlitott négy
kontingens létszamadatai eltéréek.

Ennek az alapveté ténynek a figyelmen Kkiviil hagyasa megnehezitette volna az
Osszegyijtott adatok korrekt 6sszehasonlitasat, ami a végkovetkeztetésekben is eltérést
eredményezhetett volna.

Annak érdekében, hogy ezt elkeriljem, illetve hogy a vizsgalt szamadatok
Osszehasonlithatéak legyenek, meghatiroztam az egy fére esé eset- és diagnozis
szamokat. Ezt az un. URT Score / Fels6-léguti Megbetegedési Egylitthato segitségével, az
alabbi két Iépésben tettem meg.

Szamitasi metodus:

1.1épés:
URT Score = Osszes fels”o-legutl diagnézis (db)
létszam (f6)
2.1épés:
100 fére vetitve = URT score x 100

Példa a szamitasi metddus alkalmazéasara:

URT Score értéke az ARG kontingens 2009 évi adatai alapjan:

202 diagnozis
URT Score = = 0,7
294 f6
100 fére vetitett esetszam: 0,7 x 100 =70

Az URT Score alkalmazasaval mérhet6vé valt a kontingenseken beliili, egy fore es6
megbetegedések szama, amely a tovabbiakban lehet6vé tette az adatok
Osszehasonlitasat, igy realis kép kialakitasat arrdl, hogy a fels6-1éguti megbetegedések
bizonyos formai milyen aranyban érintik az egyes kontingensek katonait.

Az URT Score atlaga a négy kontingens esetében

ARG BRIT SLOV HUN
URT score atlaga 0,6 0,8 0,5 13
100 fore vetitett esetszam értéke 60 80 50 130

A téblazatban megjelenitett adatok alapjan érzékelhet6, hogy a magyar kontingens
tagjainal jelentkezd fels6-léguti panaszai gyakoribbak, megjelenésiik kedvezdtlenebb
aranyt mutat, mint a masik harom kontingensé. A szlovak kontingens esetében négy év
atlagat figyelembe véve 100 katonabol 50 esetben, az argentin kontingensnél 100
katonabdl 60 esetben, mig az angol kontingensnél 100 katonabdl 80 esetben fordul el
fels6-1éguti infekcid. A magyar katonaknal a 100 fére vetitett érték 130 eset, ami azt
jelenti, hogy minden magyar katona a misszios szolgalati ideje alatt legalabb egyszer, de
akar tobbszor is atesik fels6-1éguti betegségen.

A statisztikai elemzések eredményei ravilagitottak, arra a tényre, hogy a kiilonb6z6
egészségugyi mutatokat és diagnozis-gyakorisigot oOsszevetve a felsg-1éguti
megbetegedések mindkét alcsoportja - nathaval illetve torokgyulladassal jaré felsé-
Iéguti megbetegedés egyarant - a magyarok korében fordult el a legnagyobb aranyban
a vizsgalat négy éve alatt. Az argentin és brit kontingens esetszamai a misszio atlag
szamadataival megegyez6éek voltak, mig a szlovdk kontingens katondinal ennél is
alacsonyabb volt a jelentett megbetegedések szama.
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4. Mandula miitétekkel kapcsolatos eredmények

Az eredmények fliggvényében nem hagyhattam figyelmen kivil, azt a tényt, hogy
bizonyos kordbbi miitéti beavatkozdsok, mint példaul az orrmandula vagy a
garatmandula eltavolitadsa hatassal lehetnek az aktudlis egészségi allapotra és ez altal
befolyasolhatjak a léguti betegségek el6fordulasi gyakorisagat is. E feltételezés okan
kutatasomat Kiterjesztettem a korabban elvégzett mitétek kvalitativ és kvantitativ
feldolgozasara is. Az adatfeldolgozas soran a miitéteket két nagy csoport
vonatkozésaban elemeztem:

- gégészeti jellegli beavatkozasok (orr- és garatmandula miitétek)
- egyéb miitétek (valamennyi miitét, a fenti kett6 kivételével)

A felmérés eredménye szerint az argentin kontingens tagjainak 47%-a, a brit kontingens
tagjainak 55%-a, a szlovak kontingens 53%-a, mig a magyar kontingens 57%-a szamolt
be valamilyen korabbi miitéti beavatkozasr6l. Mindez mutatja, hogy az 0sszes miitéti
beavatkozas viszonylataban a legtobb miitétet a magyar kontingens tagjainal végezték
el.

A korabban miitéten atesettek adatainak feldolgozasa szerint az argentin kontingens
tagjainak 80%-a egyéb, 20%-a mandula miitéten esett at, ugyanez az arany a brit
kontingens tagjainal 36% egyéb - 64% mandula m{itét, a szlovakoknal 76% egyéb - 24%
mandula miitét, mig a magyarok esetében 35% egyéb - 65% mandula miitét. A magyar
szamadatok valamennyi kontingens miitéti adatait meghaladjak.

A kutatdbmunka kovetkezd fazisaban a gégészeti jellegli miitéteket részletesebb
elemezésnek vetettem ala, ahol a mandula miitéteket kiilonb6z6 aspektusbol vizsgaltam
meg:

- gyermekkorban vagy feln6tt korban elvégzett miitét

- orrmandula vagy garatmandula illetve kombinalt, orr- és garatmandula

miitét

Megallapitottam, hogy magyar vonatkozasban a jellemz6 beavatkozas a feln6ttkorban
elvégzett garatmandula miitét volt,

A feldolgozott adatok ramutattak, hogy a magyaroknal a garatmandula m{tétek dontd
része feln6tt korban toérténik meg, mig a tébbi harom kontingens esetében a
gyermekkorban elvégzett beavatkozasok domindlnak. A feln6tt korban elvégzett
miitétek aranya a magyar kontingens kérében haromszorosa volt a szlovak vagy a brit
értéknek, de az argentin eredményt is tébb mint kétszeresen meghaladta.

M{itétek aranya a kontingensek kérében

Kontinge Nem volt Volt Egyéb Mandula | Gyermekkor | Felnéttkori
ns miitéte miitéte miitéte | miitéte volt | i mandula mandula
korabban korabban volt miitét miitét
ARG 53 % 47 % 80 % 20 % 87 % 13 %
BRIT 45 % 55 % 36 % 64 % 91 % 9%
SLOV 47 % 53 % 76 % 24 % 89 % 11 %
HUN 43 % 57 % 35 % 65 % 71 % 29 %

5. Kiilsé szamadatok analizise, 6sszehasonlitdsa

Annak érdekében, hogy a felmérésemben szereplé6 mandula miitétek magas aranyat
igazoljam, egy fiiggetlen forras adatbéazisat, az EUSTAT-HEIDI programjanak adatait
vettem igénybe. A HEIDI nevi interaktiv alkalmazas az uni6 tagallamainak statisztikai
hivatalaitol beérkezé hivatalos egészségligyi adatokat tartalmazza, standardizalt,
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100 000 lakosra vonatkozé el6fordulasi gyakorisagban meghatarozva.l A programon
keresztliil azon paraméterek Kkiils6 Kkontrolljat végeztem el, amelyek kutatasi
anyagomban szerepelnek.

2009-ben az EU tagorszdgaiban atlagosan 120 garatmandula eltavolitast
(tonsillectomiat) végeztek 100 000 lakosonként. Ez az adat Cipruson mindéssze 31 volt,
az Egyesult Kiralysagban 70, mig Magyarorszagon ez utdbbinak is tébb mint kétszeresét,
154 miitétet végeztek el. Tény azonban az is, hogy a tendencia az ezt megel6z6 3 év
adataihoz képest - 2006-0s adatokat alapul véve - abszolat miitét szamban csokkenést
mutat. Ez utébbi Magyarorszag esetében a korabbi 197-es miitéti szamro6l 154-re
csokkent. Az adott évben elvégzett tonsillectomiak szamanak relativ aranya az unids
atlaghoz képest ebben az id6szakban ugyanakkor igen jelent6s emelkedést mutat, hiszen
a magyarorszagi miitétek szima az unios atlagot 2006-ban még csak 22%-kal, 2009-ben
viszont mar 45%-kal haladta meg. Szlovdkia sem az ezt megel6z6, sem az ezt kovetd
id6szakban nem osztott meg adatokat ebben a fejezetben, igy miitéti szamadataik nem
ismertek.

100 000 lakosra 20009 évi adat

EU atlaga 120  miitét
Ciprus 31  miitét
Egyesult Kiralysag 70  miitét
Magyarorszag 154  miitét

Szintén megvizsgaltam a Magyarorszaggal azonos régioban elhelyezkedd tagorszagok
szdmadatait is:

100 000 lakosra 2009 évi adat

EU atlaga 120  miitét
Magyarorszag 154  miitét
Ausztria 1177 miitét
Romania 110,6 miitét
Lengyelorszag: 59,1 miitét
Szlovénia 547 miitét

Az unié mindossze egyetlen orszagaban, Németorszagban végeznek a hazankétél tébb
mandula miitétet, de a kiilonbség elenyészé: 1,8 miitét / 100 000 lakosonként, évente.
Az uni6s atlagot - valamennyi tagorszag eredményeit figyelembe véve - csak
Németorszag és Magyarorszag haladja meg.2

Az eddigi eredményekbdl kialakitott hipotézisem szerint a garatmanduldk védé
szerepének kiiktatdsa - mely a szervezet védekez6 rendszerét, mikrobioldgiai
integritasat, anatémiai és funkcionalis allapotdt megvaltoztatdé beavatkozas -
befolyasol6 hatassal Iehet akut fels6-1éguti megbetegedések szamanak alakulasaban.

A kutatdsi anyagomban feldolgozdsra kerilt adatok eredménye alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottam, hogy a garatmanduladk eltavolitisat kovet6en, valamilyen
eddig nem ismert okbol kifolydlag a feln6ttkori felsé-légati infekciok szama
megszaporodik. Ezt a feltevést indirekt modon mar igazolni lattam azzal a ténnyel, hogy
kutatasi anyagomban a fels6-légati megbetegedések a mandulaval rendelkezd
személyek esetében kisebb szamban fordultak el6. Feltételeztem, hogy a mandula
miitétek és a felndttkori fels6-1éguti infekciok el6fordulasi gyakorisaga kozott 1étezik
kimutathato ésszefiiggés. Ugy gondoltam, hogy azokban az esetekben, amikor gyermek
vagy felnéttkorban a garatmandula eltavolitisa megtortént, valamilyen eddig nem

! HEIDI DATA TOOL: 2011. European community health indicators [online]http://www.ec.europa.eu/health/indicators.html
[2012.04.27]

HEIDI DATA TOOL: 2011. European community health indicators [online]http://www.ec.europa.eu/health/indicators.html
[2012.04.27]
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ismert okbol megvaltozik a szaj és garatlireg mikrobafléraja, a manduldk kiesett
funkciéjaval egyiitt csokken a védekezd képesség, eldsegitve bizonyos koérokozok
kolonizaci6jat, ezzel egyiitt novelve a légiti megbetegedések el6fordulasi gyakorisagat.

6. Mikrobioldgiai eredmények

Az elmélet helyessége, mikrobioldgia okainak igazolasa, illetve direkt 6sszefliggések
kimutatasa céljabdl 200 esetben végeztem el a paciensektdl levett garatvaladék minta
mikrobioldgiai elemzését. A vizsgalatot mandulaval mar nem rendelkez8k csoportjanal
(tonsillectomizaltaknal) és kordbban nem operalt kontroll csoport tagjainal azonos
szamban végeztem el.

A szdjiiregi florat alkotd, tobb mint 500 kérokoz6 koézil — melynek kb. 1/3-a patogén - az
altalam végzett vizsgalat soran mindossze 15-20 baktériumtorzsre koncentraltam. Ezen
a csoporton belll prioritasi sorrendet alakitottam ki a célbaktériumok vonatkozasaban.

Staphylococcus aureus Streptococcus B csoport | Lactobacillusok

Methicillin Rezisztens Staphylococcus Streptococcus C csoport | Serratia

Aureus

Streptococcusok Pseud.omonas Acinetobacter
aeruginosa

Streptococcus pyogenes Klebsiella pneumoniae Pantoea

agglomerans
Streptococcus pneumoniae Escherichia coli ESBL
Streptocossus A csoport Enterobacter cloacae Candida albicans

A 200, mikrobioldgiai tenyésztésre elklldétt minta 68 esetben mutatott pozitiv
eredményt (10 torzs, 5 szubtipusa, 1 gomba faj kerilt kimutatasra), ami az 6sszes minta
vonatkozasaban 34%-o0s pozitivitast jelentett. Ugyanolyan esetszam mellett, tébb mint
kétszer annyi (+28) human patogén Keriilt kKimutatasra a mandulaval nem rendelkezék
esetében, mint a mandulaval rendelkez6 kontroll csoport tagjainal. A kimutatott
kérokozok kozil valamennyi jelentds szereppel bir a fels6-léguti megbetegedések
altalam vizsgalt betegségcsoportjainak okozasaban.

A mandulamiitéten atesett 100 fénél, illetve a kontroll csoport 100 tagjainal az alabbi
aranyban és kulonbséggel keriiltek kérokozok kimutatasra:

. . Tonsillectomizalt Kontroll i
Kérokoz6 neve Eltérés
csoport csoport

1 | Staphylococcus aureus 13 4 +9
2 | MRSA 2 0 +2
3 | Streptococcus 9 3 +6
4 | Pseudomonas aeruginosa 2 0 +2
5 | Acinetobacter 2 2 0
6 |E.coli 5 2 +3
7 | Enterobacter cloacae 4 4 0
8 | Lactobacillus 0 3 -3
9 | Klebsiella pneumoniae 4 3 +1
10 | Serratia 1 0 +1
11 | Pantoea agglomerans 0 1 -1
12 |ESBL 0 0 0
13 | Candida albicans 4 0 +4
Osszesen 46 22 +28
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A statisztikai adatallomanybo6l jol Kkivehet6 az aranytalansdg a Kkoérokozok
kimutatasaban, mely a tonsillectomizaltaknal mutatkozik. Ugyanolyan esetszam mellett,
tobb mint kétszeres mennyiségii human patogén kertilt kimutatasra a mandulaval mar
nem rendelkez6k (tonsillectomizaltak) esetében, mint a mandulaval rendelkez6knél
(kontroll csoport).

A Kimutatasra Keriilt kérokozok koziil szinte valamennyi jelent6s szerepe van a felsé-
Iéguti megbetegedések altalam vizsgalt betegségcsoportjaiban. A kimutatott kdrokozok
nagyobb hanyada tagja ugyan a normal szaj-, és garatiiregi fléranak, de a tenyésztés
soran ezek aranya minden egyes korokozd esetében jelentésen meghaladta a normal
értékként megjelenitett csiraszamot.

Osszefoglalas

A Kkordbbi mitéti beavatkozasok vizsgilata az elvégzett mandula miitétek
vonatkozasaban szamos figyelmet érdeml6 megallapitast hozott.

1. A fels6-léguti infekcidk aranya, és ezzel egylitt a mandula miitétek aranya a
magyar kontingens esetében volt a legmagasabb.

2. A feldolgozott statisztikai adatok alapjan bizonyithatd, hogy ez a vizsgalt faktor
dominans szereppel bir a kontingens korében nagy gyakorisaggal el6forduld
fels6-1éguti megbetegedésekben.

3. A garatmanduldk védo szerepének Kkiiktatasa befolyasold hatassal lehet bizonyos
korokozok tartds jelenlétére, kolonizacidjara a szdj- és garatiiregben.
Kutatdsomban ezek a korokozék lényegesen nagyobb szamban kertltek
kimutatasra a mandula miitéten atesett katonak mikrobioldgiai mint4jabdl, mint
a mandulaval rendelkez8kébdl.

4. Direkt Osszefliggésként megallapithat6, hogy a koérokozok nagyobb aranyu
jelenléte a szaj- és garat tiregben okozhatja a gyakrabban eléfordulé fels6-1égati
megbetegedéseket

5. Kutatasi eredményeimen keresztil kimutathatéva valt, hogy bizonyos
baktériumok — melyek alapvetéen a normdl torokfléra tagjai — inkabb a
mandulaval mar nem rendelkez6k, mig masok jellemzéen inkabb a mandulaval
rendelkez6k szaj-, és garatiiregében kolonizalédnak. Mindez mikrobiologiai
Osszefliggést is jelenthet a mandula mitéten atesettek és a mandulaval
rendelkezdk eltéré fels6-1éguti megbetegedési hajlamaval kapcsolatban.

Javaslatok

1. Javaslom egy nagyobb létszamu, akar hosszu idejli utankovetésre is lehetGséget
ado, a jelenlegi kutatas témajaval megegyez6 adatgyiijtési projekt elinditasat
hazai korilmények kozott, jarébeteg-szakrendeld intézeti szinten annak
érdekében, hogy tovabbi 0Osszeflggéseket Kkeressiink a fels6-1égati
megbetegedések gyakorisaga valamint a korabban elvégzett mandula miitétek
kozott.

2. Dolgozatom eredményei ravilagitottak arra, hogy a hazankban elvégzett garat-
mandula mitétek szama jelent6sen meghaladja az Eurdpai Uni6é hivatalos
statisztikaiban kozzétett orszagonkénti-, és Osszesitett unids eredményeket
egyarant. Ennek ismeretében mind a kivizsgalas mind a gyogyitas folyamataban,
illetve a mitéti indikacié felallitdsaban kifejezetten ajanlott a szakmai
protokollokon és evidenciakon alapul6 eljarasi rend jelenleginél szigorubb
alkalmazésa.
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Dobos Attila - Nagy Eva: Idegenség és egészség — antropoldgusi poziciok a
biomedikalis modell értelmezésében - SE-ETK, Alapoz6 Gydgyszertudomanyi
Intézet, Tarsadalomtudomanyi Tanszék

Tanulmanyunk tdgabb értelemben a technologiailag fejlett tarsadalmak
egészségmodelljében, az Gn. biomedikalis modellben kinalkozé antropolégusi pozicidk
szambavételére, az antropoldgiai szemléletméd alkalmazasi lehetGségeinek feltarasara
vallalkozik. Gondolatmenetiink kiindulépontjat az a kérdés képezi, hogy az antropoldgiai
megismerés f6 eszkozeként szolgidlé megfigyel6 mddszer milyen teret kaphat az
egészség és tarsadalom talalkozasi pontjainak pontosabb megértése soran. Az idegenség
tapasztalatanak tobbféle jelentésrétege fejthetd fel az ezredfordulés tarsadalmak
egészségiigyi gyakorlataban. A kulturdlis Kkiilonb6z6ségbdl fakadd idegenség
tapasztalata egyarant lehet a kutatds targya, és a kutatdi poziciot meghatarozéd
sajatossag is. A modern egészségligy terében is megjelend kulturalis kiillonb6z6ség, s az
itt kibontakozé konfliktusok, a kulturalis hatarok Gjratermel6désének kérdése az orvosi
antropologia hangsulyos kutatasi teriiletei. Ugyanakkor a modern medicina gyakorlatat
alakitd, am abba be nem avatott antropologus szemszdge eleve magaban hordozza az
idegen perspektivajat, mely Kkutatdi attitidjét és targyanak észlelését egyarant
meghatarozza.

Az aldbbiakban az idegenség tapasztalatanak harom szinterét fogjuk megkilonbdztetni,
nem allitva egyuttal azt, hogy ne volna lehetséges mas értelemben kiaknazni az
antropolégiai szemléletmdd nyujtotta lehet6ségeket, ugyanakkor igényt tartva arra,
hogy ezek a kés6émodern tarsadalmak jelentds problémait érintik.

I. KI AZ AZ EMBER? AZ ORVOSI ANTROPOLOGIA ES A BIOMEDIKALIS
MODELL

A biomedikalis vagy medikalis modell az iparosodott, nyugati tarsadalmak
egészségmodellje, amely a 19. szazad els6 néhany évtizedében alakult ki, ugyanakkor ma
is dominansnak tekinthetd. Alapvet6 szemléletmddja a természettudomanyos alapokon
nyugvo orvoslas, melyben a betegségek diagnosztizalasa és kezelése soran, ill. a betegek
apolasaban a modern tudomany eredményeit és eszkozeit felhasznald gyakorlatok
valnak uralkodéva, s ami egyuttal életre hivja a modern egészségugyi ellatérendszert is.
Jewson ismert tanulmanyaban amellett érvel, hogy ez az orvosi kozmoldgia szemben a
korabbi betegagy melletti orvoslassal 1ényegében a korhazi orvoslas koncepcidjaval jon
Iétre. (Jewson 2009) Itt az — aszepsis-antiszepszis tan felfedezése utan — a betegségek
okait sajatos agensek miikodésében — Um. baktériumok, virusok, parazitdk — ill. a
sejtszinti és molekularis folyamatok zavaraiban kell keresni. ,A (...) biomedicina
ideoldgiajaban hattérbe szoritja, nem fontosnak vagy érdektelennek tekinti a személyes
és tarsadalmi tényezdket, és kizardlag a testre, mint gépezetszerlien milikodo
mechanizmusra koncentral. Az emberi problémak igy fokozatosan elveszitik erkdlcsi
karakteriket, testi  folyamatokra redukalédnak, és igy egyszerlisddve
kontrollalhatéknak, megoldhatéknak tlinnek fel” (Banfalvy - Kakuk 2007)

Ezzel egy id6ben rejtve marad az a kérdés: Ki is ez az ember, akirdl beszéliink? E kérdés
viszont, ami visszavezet minket a kdzépkori univerzalé-vitahoz, val6sagos és lényeges:
nem Ugy all-e a dolog, hogy az egyes ember 1étéb6l fakad6 problémak éppugy, vagy még
inkabb fontosak a gyoégyitds vonatkozasaban, mint az emberi nem természetébol
ad6ddak? A kés6émodern tarsadalmak pluralizalédasdnak és a massag percepciéjaban
bekovetkezd valtozasoknak a tapasztalata egyértelmiien fogalmazza meg azt az igényt,
amely révén a partikularis, sajat torténeti és szociokulturélis kontextusukba zart
paciensek problémaira adandé adekvat valaszok tulmutatnak a biomedikalis szemlélet
horizontjan. A betegségek univerzalitdsanak és a betegek partikularitadsanak e
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feszlltségterét Foucault , A klinikai orvoslas sziiletése” cim{i tanulmanyaban részletesen
abrazolta, megnyitva ezzel a fenti problémarol valé gondolkodas el6tt az utat.

A Kkulturdlis antropoldgia szamara kézenfekvé modon adddik egy valasz a fenti
kérdédre: a William Halse Rivers Rivers munkassaga® nyoman Gtjara indult, s mara
onallé antropoldgiai tudomanyagga intézményesiilt orvosi antropolégia kifejezetten
annak a sajatos univerzumnak dedikalja figyelmét, melyben a kiilénb6z6 kultirakhoz,
tarsadalmi csoportokhoz tartoz6 emberek a sajat egészségi allapotukat, a gyogyitas
szerepét és mikéntjét elképzelik. Azok a kérdések és valaszok, amelyek minden egyes
alkalommal elhangzanak, ha egy beteg és egy egészségiigyi szakember taldlkozik
(interakciok), azok a kifejezések, magyarazatok, eljarasok, amelyek a gydgyitas
folyamatdhoz kotédnek (definiciék), azok az irott és firatlan szabalyok, ala-
folérendeltségi viszonyok (struktira), amelyek az egészségiigyet jellemzik, egyarant egy
sajatos keretbe illeszkednek. Ez a keret szisztematikusan meghatarozza, hogy
szakemberként és laikusként hogyan érzékeljuk és ismerjik az egészség és betegség
vilagat. Definidlja, hogyan viszonyulunk az egészséghez és betegséghez, hol hlizzuk meg
e kett6 kozott a hatart. Megszabja azokat a mddszereket, amelyekkel azonosithaték és
megszlintethet6k a betegségek, megmondja, mit tehet, s6t, mit kell tennie annak, akit
beteggé nyilvanitanak.

Eme univerzumok kézlil csupan egy az, amit a biomedikalis szemlélet képvisel, amely
tehat ebbdl fakadéan nem ugy értelmezendd, mint ami a szinpadot biztositja az
egészséghez vald viszonyulasmédok egzotikus kavalkadjahoz, s ezzel egyltt a siker
kizarélagos zaloga. Sokkal inkabb 6nmaga is egy meghatarozott kontextust képvisel,
mely minden erénye és sikere mellett is kénytelen tekintetbe venni viszonylagossagat és
kiszolgaltatottsagat ama folyamatoknak, melyek létrehoztak. Ennek jelei szamtalan
modon érzékelhetéek a medicinan beliil is, im. a preventiv orvoslas el6térbe Kertilése, a
paramedikalis teriiletek jelentGségének felértékel6dése, vagy a laikus betegségképekben
megjelend Uj mintazatokra adandé egészségiigyi valaszok silirgetd igénye.

Ennek a folyamatnak a felismerésében, megismerésében rogzithet6 az antropoldgiai
reflexio elsé szintje, hiszen az emlitett univerzum feltarasaban, annak Onmagara
ismerésében az antropoldgus altal felmutatott idegenségtapasztalat szolgaltatja az egyik
meghatarozé kiindulépontot. Ugy tiinik tovabba, hogy azt a fesziiltséget, mely a testbe
akar molekularis szintig behatolé biomedicina és a tarsadalomtudomanyok
episztemiol6giai horizontja koézott hizodik, a természettudomanyok és az orvoslas
tertiletére mélyebben behatold orvosi antropolégia hivatott kezelni. Mindezeken
tulmendéen a biomedikalis modell Kkritikai kozil is j6 néhany antropoldgiai
perspektivabol megfogalmazott aggaly.

I1. INTERKULTURALIS MEGERTES

Egy masik szintjét az antropologiai reflexionak a konkrét orvos-beteg interakcid
sajatossagainak és problémainak korvonalazadsa jelenti. A beteggel vald talalkozas
gyakorlatanak lényeges aspektusa, hogy hogyan zajlik a megértés kultlrakozi
helyzetekben? Ott ahol e megértés tétje nem valamely elméleti hozadék, pl. egy
monografia sikeres fogadtatasa a normaltudomany berkein beliil, hanem konkrét egyedi
fajjdalmak, életveszélyek konkrét intervencidi. A tarsadalomtudomanyok fel6l érkezé
kritikak jelentGs részét a medicina szerepl6i sokszor éppen azzal vélik elharitani, hogy
az emberi élet védelme olyan erkélcsi imperativuszt testesit meg, mely stlytalanna teszi
a kulturalis kondicidkat, nincs sziikség megértésiikre. Sol omnibus lucet! sz6l a parancs:
a Nap mindenkire stit! Petronius szavaibol konnyen levonhato olyan kdvetkeztetés, mely
szerint teljesen lényegtelen ki a paciens, néhany dolog fontos csupan: stabilizalni a
keringést, helyreallitani az oxigénellatast, stb. Tény, hogy annak a hatarnak a

¥ Féként a ,,Medicine, Magic and Religion” cimii munkaja alapjan.
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megvonasa, mely eme életmentd vészhelyzeteket elvalasztja azoktoél, ahol viszont
fontossa valik a kulturalis értelmezettséget érintd reflexi6é, korantsem tekinthetd
evidens vagy trivialis feladatnak. Am ebbdl nem kovetkezik az, hogy ne létezne ilyen
hatar. E hatarrél valé6 tudas azonban nehezen tematizalhatd, mégpedig féként
természetéb6l addddan: tudniillik sokkal inkdbb fronézisrdl, egyfajta gyakorlati
jartassagrol, bolcsességrol beszélhetiink, mintsem objektivizalé elméleti tudasrol. Nem
nehéz belatni, hogy az orvoslas fentebb vazolt biomedikalis modelljében az ilyen fajta
tudas nem, vagy nehezen értelmezhetd.

Az antropolégus poziciojabdl fakadd egyik hangsulyos nehézség az orvos-beteg
interakci6 teriiletén a kultirakozi megértés elémozditasanak funkcidjaval felruhazott
interkulturalis kompetenciak kialakitasanak kérdéskore. Az 1960-as évektdl kezd6dben
igen tetemes mennyiségli irodalom halmozddott fel, melyek a kulturalis
kiilonbozéségekbdl fakadd megértési nehézségekre kindlnak a tarsadalmi élet
legkulonfélébb teriiletein (de elsGsorban is az egészségiigyi- és szocidlis ellatas, az
oktatas, az Uzleti élet és a hadaszat teriiletein) elméleti modelleket és gyakorlati
tanacsokat, Utmutatdkat egyarant. Az antropologusok képzésének ugyanakkor szerves
része, hogy kultdra idegen légkdrben értessék meg ©Onmagukat és értelmezzék
kornyezetiiket, mely a kulturalis relativizmus eszményének gyakorlati eléfeltétele is
egyuttal. Ez készséggé és egyben alapértelmezéssé kell, hogy valjon, mely nélkiil
nehezen lenne Kivitelezhet6 a terepmunkan alapulé kutatasok jelentds része.

Ezzel szemben a biomedikalis modell egynemiisité atmoszférajaban, ahol adott esetben
a testi folyamatok determinaljdk a szubjektum autondmidjat is, nagy nehézségekbe
Utkozik relativizalni, vagy akar csak pillanatokra felfiiggeszteni az egyén
referenciatartomanyat.

A nemzetkdzi — f6ként angolszasz — szakirodalomban szamtalan kisérlet létezik e
probléma athidalasara, melyeket itt csak cimszavakban tartom sziikségesnek
megemliteni: a cultural knowledge, -awareness, -sensitivity, -competence, -intelligence,
kiegészitve olyan véaltakozé értelmii el6tagokkal, mint inter-, cross- és trans-. Vagy
Gjabban a cultural humility, vagy a cultural integrity koncepcidi, ill. még Ujabban a
kultara fogalméat, mint a valos szocialis problémak elfedésére is kivaléan alkalmas
kategoriat ért kritikdk eredményeként a narrative humility koncepcioja (Koskinen 2008,
Campinha-Bacote 2002, Purnell - Paulanka 2008, Domenig 2007, DasGupta 2008;
Tervalon & Murray-Garcia 1998).

I11. AZ ERKOLCSI FELTETEL

A biomedikalis modell dominancigja egyuattal azt is jelenti, hogy Ugy mutatja be a
természettudomanyos alapokon nyugvé orvoslast, mint amely kizarélagosan jogosult
donteni arrol, mi tartozik a betegség tartomanyaba és mi nem. Ebben a megkozelitésben
ugy tlinik, mintha kizarélag az orvostudomany birtokolna azt a tudast, ami az emberi
test mikodésével, egészségével és  Dbetegségeivel kapcsolatos  kérdések
megvalaszolasahoz sziikséges. Az igazsag egyetlen birtokosaként olyan poziciéra és
hatalomra tesz szert, amely ellenérzése ald vonhatja az élet mind t6bb teriiletét,
medikalizalhat szamtalan olyan jelenséget, viselkedésformat, allapotot, amely korabban
természetesnek szamitott vagy hétkoznapi eszkozokkel kezelhetd volt. (pl. ilyen lehet a
szépség, a sziiletés vagy a halal medikalizacioja). E dominanciaval kardltve jelenik tehat
meg a medikalizaciénak nevezett folyamat, melyet fogalmi funkcidval lvan lllich a Limits
to Medicine cimii konyvében lat el.

A medikalizacié egyik jol ismert hatasa bizonyos esetekben az erkdlcsi horizontok
nivelldlédasa. A kordbban tarsadalmi normdak altal szabalyozott — tehat erkolcsi
értékitélet targyat képez6 — jelenségek, cselekedetek gyakran a normalis-abnormalis
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miikodés tengelyébe transzponalédnak, vagyis az erkolcsiként Kkezelt problémak
medikalissa valtoznak at. (Conrad- Schneider 1992)

E jelenség jelent6sége akkor valik még pontosabban értelmezhetévé, ha mellé tessziik a
nyugati orvoslasban csak Georgetown mantranak nevezett bioetikai alapelveket. A hires
amerikai Belmont jelentés 1978-bél és a nyomaban megjelent Tom Beauchamp — James
Childress szerzéparos altal publikalt Principles of Biomedical Ethics cim{i nagyhatasu
mi inditotta Utjara azt a négy bioetikai alapelvet, melyek ma is meghatarozzak a
bioetikai diskurzusokat. Ezek koziil az els6 és legfontosabb az autondmia tiszteletének
az elve — ami tehat egy olyan kor kell6s kozepén jelenik meg, amikor az egyén sokkal
kénnyebben valik testi folyamatai, molekulai, vagy genetikai allomanyanak ,,aldozatava”,
de legalabb is kiszolgaltatottjava, radikalisan sértve ezzel autonomigjat. Az etikai
torténetébdl mar jol ismert jelenségrél van itt is szd: természetes, hogy olyan normaink,
szabalyaink alakuljanak ki, melyekre sziikségiink van. A sziikség azonban tarsadalmilag
meghatarozott kategdria, kovetkezésképpen nem minden tarsadalomban ugyanazon
etikai elvek alapjan valik értelmezhet6vé egy adott cselekedet. Az itt kinyil6 kérdés igy
hangzik: a ,nyugati” tarsadalmak biomedikalis modelljében sziletett bioetikai elveknek
kellene-e érvényesiilnilik minden egészségligyet érintd erkolcsi dilemmaban?

IV. OSSZEGZES: HATARTEREMTES ES A BIOMEDIKALIS MODELL

A fentiekben kibontott szempontok nyoman felmeriil a kérdés, hogyan konstrualédnak
az antropoldgiai megfigyelés targyat képezé idegenség kiilonb6z6 formai a biomedikalis
modell mentén szervez6dé modern egészségszcénaban, milyen mddon jarul hozza a
modern egészségiigy az idegenség-reprezentaciok megteremtéséhez, illetve a
kiilonboz6ség tapasztalatanak ujratermel6déshez.

E kérdés abban az elméleti kozegben meril fel, amely Ggy tekint a modernitasra, mint
amely az objektivalo, racionalizalé technikai révén eloldja az ember 6nmagara (igy
Iétére, testére, szenvedéseire, mulandésagara) vonatkozd tapasztalatit a hétkdznapi
élettdl és a szakértdi tudas vilagahoz koti azokat. A késémodern viszonyai kozott a
racionalitisban gyokerez6 szakért6i tudas szerepe az, hogy tokéletesitse, kiigazitsa,
megel6zze azokat a hibakat, amelyek a hétkoznapi élethez kot6dd tudas korlatozott,
tokéletlen voltabdél addédnak. (Bury 2005) A hétkdznapi élet medikalizacidjaban
kifejez6dik a hatalomgyakorlas azon Uj formaja, amely a tudads monopolizdlasa és
specializdlasa révén vonja ellen6rzése ald a modern tarsadalmi életet. A
hatalomgyakorlas f6 célpontja a test, melyet az onkontroll bels6vé tett szabalyozo
mechanizmusain keresztll irdnyit a tarsadalom, ily modon létrehozva az engedelmes
testek sokasagat. (Foucault 1990; Giddens 1991) Mindemellett az egészségesrél és
betegrdl folytatott diskurzusok is ezen hatalom befolyasa ala tartoznak.

Ugyanakkor a ,helyi”, a ,sajat” viszonyaitdl elszakad 6 tudasra épiil6 tarsadalom a keretei
kozott szaporodni latszanak a kilonféle (etnikai, vallasi, lokalis) csoportszolidaritasra
épiilé, a Kkozos érdekek érvényesitését célzd Kkozosségek, amelyek a Kkordbban
széttoredezett csoportidentitisok rekonstrudlasara vallalkoznak. Ugy tiinik, hogy az
egészség-betegség terrénumaban is megjelenik mindez, tobbek kodzott olyan
betegcsoportok, vagy potencialis betegcsoportok formajaban, amelyek nem osztoznak
egészség-betegség dominans diskurzusaiban. Ennek forrasai épp ugy lehetnek az
életstilusbol adodo, és a dominanstdl eltéré egészségértékek, mint ahogyan a nyelvi,
kulturdlis kiillonboz6séggel egyiitt jaré nem szokvinyos egészség-beallitodas. Az
idegenség megtapasztalasa ezlttal az egészség és betegség mezején bekovetkezett
hatarsértésekhez kotddik. A hatarsértés kovetkezménye épp ugy lehet stigmatizacio (pl.
,0nhibas”, devians betegcsoportok), mint az ellatashoz val6 hozzaférés korlatozottsaga
(pl. bevandorlok, vallasi kisebbségek), hiszen az egészségiigyi ellatashoz val6 hozzaférés
hatarat az elfogadott betegség és betegdefiniciok kijeldlésével védik. Az uralkodd
egészségparadigma voltaképpen hatarteremtd és hatarfenntarto, sajat és idegen hatarat
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folytonosan Kijel6l6 hatalommal is bir, mely az intézmények, szolgaltatasok
hozzaférésének ajtoit is miikodtetik.

Az antropoldgusi pozicié ezzel a megkozelitéssel kitagul: az idegenség tapasztalatanak
vizsgdlatdn tal az idegenség létrehozdsanak maddjait és kovetkezményeit is
megvildgithatja, hozzajarulva igy a biomedikalis paradigma sajatossagaibél adodé
professzionalis és laikus dilemmak feloldasahoz.
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Dr. P4k Krisztian, Dr. Gesztelyi Rudolf: Tud-e a tengerimalac szivbdl hazudni? - az
adenozin receptor rezerv meghatarozasanak nehézségei tengerimalac bal pitvaron — DE
OEC, Gyogyszerésztudomanyi Kar, Gyogyszerhatastani Tanszék

Az adenozin protektiv és reparativ folyamatok elinditisdban résztvevé nukleozid,
amelynek hatasait elsésorban G-protein kapcsolt adenozin receptorok medialjak. Az Al
adenozin receptor (Al receptor) csaknem minden emlds szovetben expresszalédik, ennek
megfeleléen A1l receptor agonistik és allosztérikus enhancer-ek tobbféle diagnosztikus és
terapias indikaciéban allnak fejlesztés illetve klinikai Kiprdbalas alatt. Az egyes szévetek Al
receptor agonistakkal szembeni valaszkészsége tehat gyakorlati jelent6séggel bir. Az adenozin
receptorok koziill a myocardiumon az Al tipusu a legjelentGsebb, amely részt vesz az un.
ischaemias prekondicionalas jelenségének létrehozasaban is. A szOveti valaszkészség f6
meghatarozoja az un. receptor rezerv. Vizsgalatunk célja az A1 receptor rezerv meghatarozasa
volt tengerimalac pitvaron az adenozin direkt (el6zetes adenilciklaz-stimulacié nélkiil mérhetd)
negativ inotrép hatasara nézve.

Hartley tipusi tengerimalacokbdl izolalt, ingerelt (3 Hz, 1 ms, Kkétszeres
kuszobfesziiltség) bal pitvarok kontrakcios erejének valtozasat mértik karbogénnel
szell6ztetett, Krebs oldattal feltoltott szervkadakban (36 °C; pH=7.4). A pitvarokon kumulativ
koncentracio-hatas gorbéket vettiink fel adenozinnal vagy CPA-val (relative stabil, szelektiv Al
receptor full agonista), NBTI (szelektiv nukleozid transzport gatl6; 10 uM), FSCPX (irreverzibilis
Al receptor antagonista; 10 uM 45 percig majd 75 perces kimosas), illetve e két utdbbi egylittes
hatésa alatt.

A receptor rezerv meghatarozasa soran bebizonyosodott, hogy szamolnunk kell az NBTI
altal okozott endogén adenozin felhalmozodas torzitd hatasaval, de a munkacsoport altal
kordbban kifejlesztett mddszer, az RRM (receptorial responsiveness method) segitségével
korrigaltunk a torzulasra. Eredményeink szerint a pitvari ALl receptor rezerv az adenozin direkt
negativ inotrop hatasara nézve igen jelentds.

Az NBTI egyrészt fokozta, masrészt latszolag gyengitette is az exogén adenozin hatésat.
Az el6bbi jelenség oka, hogy az NBTI gatolja az exogén adenozin intracellularis bontasat (az
inward adenozin transzport akadalyozasa révén), utébbié pedig az, hogy az NBTI gatolja az
endogén adenozin bontéasat is, emiatt az felszaporodik és elfoglalja a receptorok egy részét még a
koncentracio-hatas gorbe felvétele el6tt. A nagy pitvari Al receptor rezerv arra figyelmeztet,
hogy mind az Al receptor agonistak és enhancer-ek, mind az endogén adenozin-szintet noveld
szerek gyengithetik a pitvarok mechanikai aktivitasat, akarmilyen indikacioban kertlnek
alkalmazasra.

Tamogatas: OTKA-104017, TAMOP 4.2.4 A/2-11-1-2012-0001

388



