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1. Bevezetés

A homeosztazis az ¢l6 rendszerek olyan egyensulyi komplexitasanak allapota, amely
biztositja, hogy az adott bioldgiai rendszer életjelenségeinek fenntartasa folyamatosan és
hatékonyabb optimalizaltsag mellett valosuljon meg. Az €16 rendszerek a belsé kornyezetiik
allandosaganak biztositasara folyamathalozatokkal leirhato alkalmazkodasi mintazatokat
alakitanak ki, igy mint optimalizalé rendszerek a folyamatosan valtozo kiilsé kornyezethez
valo alkalmazkodast 1j, a koriilményeknek megfeleld egyensulyi allapottal hozzak létre. A
homeosztazis tehat egy olyan, kizardlag az ¢él6 anyagformdkra jellemzd belsd egyensulyi
komplexitas, amelyben az adott egyensulyt tartd bioldgiai rendszer, kiilonb6z6 dinamikus
rendszerallapotaival alkalmazkodik a kornyezethez. Ezt, mint az esszencialis feltételhez valo
alkalmazkodasi mintazatok sokasagat kornyezeti potencialként értelmezhetjiik [1, 2].

Az ¢l6 rendszerek kiilsé kornyezete anyag és energiaforrdsként, determindlt iteréaltatd
hattérként van jelen, ugyanis ezen, és csakis ezen értelmezett az illetd rendszer egyenstlya.
Ha a kornyezet fizikai és/vagy kémiai és/vagy biologiai hattérelemei valtoznak, akkor azok az
illetd biologiai rendszert (organizmust) Gjabb és ujabb iterdld folyamatok aktivalasara (pl.
magatartds-, héregulacids valtoztatas) kényszeritik. Igen jelentds folyamatiranyitod tényezd a
kornyezet €s rendszer kapcsolatanak viszonylatiban, az egyes iterdldo folyamatrendszerek
kivaltasanak kiiszobérték szerinti bekapcsolasa. Mindez az €16 rendszerek és kornyezetiik
kapcsolatanak binaris kod szerinti miikodését igazolja. Ebben a kontextusban a binaritas az
adott rendszer aktiv (bekapcsolt) és inaktiv allapotat jelenti. A belsdé kornyezeti egyensulyok
rendszer (biokémiai ciklus, sejt, szervrendszer, irdnyitasi rendszer stb.) vizsgalatat tervezziik
és végezziik, a modellezhet6ség kritériumaként kell kezelniink az el6bb felsoroltakat [3, 4].
Az antropogén jellegli kornyezeti feltételek permanens ¢és karakterisztikus valtozésai
expozicid fliggden generalnak biologiai rendszervaltozasokat. Mindezekre leginkabb az
alkalmazott tudomanyteriiletek szakirodalmaban taldlunk citdlhaté irodalmakat, melyek pl.
novény-, allat- és a human orvoslés teriileteit képviselik. Belathato, hogy a gydgyaszathoz
kotott megfigyelések, majd ezek tudomdnyos igénnyel interpretalt ismeretei hatalmas
adatbazist jelentenek a kornyezettudomany szamara. Az emberi élettartam alatt, a biologiali
rendszerallapotok egyenstlya (azaz az egészséges kontroll) és az attol eltérd allapot (a
modosult miikddésektdl a manifesztalodott betegség) €szleléséig a korelézménnyel ellatott €s
a Dbetegség lefolyasat kiséré objektiv méréseken alapuld korismereti folyamatok

megfeleltethetdk a rendszer és feltétel modosulasait jellemzé eredményeknek.



A fizikai (elektromagneses sugarzasok, ionizalé sugarzasok) és/vagy kémiai (endokrin
diszruptor kornyezeti agensek /EDC/ vagy pl. az ezek modellezésére alkalmas taxanok /TX/,
klorbenzolok /CIB/ stb.) kornyezetterhelések mar szubtoxikus dézisban is megvaltozott
kornyezeti potencialt generalhatnak (pl. gyulladasos megbetegedések, majd daganatok
kialakulasat is okozhatjak) [5, 6, 7].

1.1. Viselkedési mintazatok és kornyezeti alkalmazkodasi potencial

A kornyezetben zajlo folyamatok a homeosztatikus rendszereket valaszreakcidé lancolatok
kialakitasara kényszeritik, amelyek koziil az els6 jol identifikalhatd forma az egyed szinti
komplexitas fliggvényében a viselkedésmintdzatok modosuldsa és/vagy megvaltozasa. Ebben
a kontextusban a viselkedési mintdzatok is dontd elemei a kornyezeti potencidlnak. A
viselkedés, magatartds az €16 rendszerek homeosztatikus folyamatainak fajra és egyedre
jellemzo fiziologiai kdvetkezménye, amikor is az illetd bioldgiai rendszermintazat (pl. eltérd
testhelyzetek, mozdulatok stb.) mddosulasait a kornyezet (kiils6 és/vagy belsd) indukalja.
Ezek a kornyezeti valtozasok lehetnek a kilonféle (pl. fizikai, kémiai, biologiai)
stresszhatasok, amelyekre az él6 rendszer a specifitasanak megfeleld viselkedési mintazat
megvaltoztatasaval reagal. A homeosztatikus viselkedés altal szabalyozott folyamat lehet pl.
az 0sztonds és/vagy tanult feed-forward (el6recsatolasos) valaszmechanizmus [8, 9]. Ilyen
példaul a menekiilés, amely egy mozgasallapot valtozassal jellemezheté kivaltott
valaszmechanizmus, és a homeosztazis fenntartasara iranyul. Kiilonos jelentségli viselkedés
mintdzatokat képviselnek tovabba a szaporoddshoz kotott magatartdsformak. Az adott fajra,
egyedre jellemzden fejezddnek ki a kiils6 és belso fizikai, 6sztonds €s/vagy tanult viselkedési
mintdzatok, amelyben az aktivitds, vagy annak hidnya, a szorongds, a félelem, a vagy, a
hajlamok, az emdcidk, a tarsegyedekhez vald viszonyulas (mindsége): az agresszivitas €S a

dominancia is determinalt [10].

1.1.1. Az agresszio

Az éldlények egeészséges allapotban és kornyezetben allanddan versengenek a forrasokeért,
amelyek az életfeltételeik alapjait képezik (taplalék, teriilet, buvohely, stb.). Az elénydsebb
tulajdonsagokkal bir6 egyedek ebben a kompeticioban a forrasokhoz optimalizaltan juthatnak,
ami kedvez a szaporodasuknak, és az egyedszamuk emelkedését okozhatja. Ennek
megfelelden a versengésben olyan komplex lehetséges mintazatok jelenhetnek meg, mint az
agresszio, mely olyan magatartast képvisel, amelyben pl. az egy fajhoz tartoz6 egyedek is
Kiszorithatjak egymast a forrasokbol. Agresszio soran olyan, az emldsdk esetén ismert talélési

stratégiat megvaldsitd magatartasrdl beszéliink, amely arra irdnyul, hogy a masik egyedet
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eltavolitsa az adott forrastol [11, 12, 13]. Az emberi magatartasok soran is tapasztalunk
agressziot, melyeket két csoportba sorolunk:

- impulziv (reaktiv, ellenséges, affektiv),

- kontrollalt (proaktiv, instrumentalis, ragadozd) agresszio [14].
Az allatvilagban észlelhetd offenziv magatartaselemekkel azonositjuk az impulziv agressziot,
amikor is két feln6tt allat harcol az er6forrasok védelmében (pl. az élelem, territdrium, a
néstények stb.) [7]. Az allatoknal leirt defenziv viselkedés-mintazat parhuzamba allithato a
human kontrollalt agresszidval. Az allatoknal ilyen magatartas akkor észlelhetd, amikor egy

allatot a fajtarsa vagy egy ellenséges ragadoz6 timad meg [15, 16].

1.1.2. A szorongas (anxietas)

Szorongasrdl beszéliink, amikor a félelem, a kellemetlen és rossz eldérzet hatja at a
viselkedést, jellemzi az érzelmi allapotot (pl. dontésképtelenségtdl, bizonytalan jovotol vald
félelem).

Ennek megjelenésekor az egyedet valamilyen valos vagy vélt veszély, fenyegetés éri, akkor
olyan ¢élettani valasz indukalodik az adott problémara iranyuld pszichoszomatikus
koncentralas soran, amelyben a fiziologiai funkciok ugyan felkésziilnek a megfeleld
valaszmechanizmusra, de ezalatt az ,,agy” a lehetséges menekiiléutakat és veszélyforrasokat
elemzi. A szorongas egy komplex hangulati mintazat az azt jellemz6 folyamatos
félelemérzéssel, vagy félelmetesnek vélt fenyegetd dolgokkal szemben. Ezek kiegésziilnek a
negativ kozérzettel €s a biztonsagot nyujtd objektumok (pl. buvohely, csoport) keresésével.
Kornyezeti stresszre adott fenyegetd helyzetekben megfigyelhetd szorongas normalis
valaszmechanizmus, hiszen a természetes szorongas elengedhetetlen az egyed kornyezeti
kihivasoknak val6 megfeleléséhez. Ugyanakkor a tGlzott mértékli szorongas mar koros az
egyedre, amit human vonatkozasokban pszichiatriai korképek is igazolnak (pl.
panikbetegségek, fobiak, poszttraumas stressz okozta betegségek, depresszio, €és a

pszichoszomatikus betegségek) [17, 18, 19, 20, 21].

1.2. A koérnyezetterhelések és homeosztatikus valaszmechanizmusok

A kornyezeti alkalmazkodasi potencidl a biologiai rendszerek szdmara egy olyan komplex,
térben, idoében és egyéb dimenzidkban karakterizdlhatdo vélaszmechanizmus rendszer,
amellyel az adott ¢él6 organizmus, a leginkdbb alkalmas iteralasi megoldéassal alakitja
¢letfolyamatait az adott feltételek (kornyezet) mellett. A mar vazolt viselkedés mintazatok
megjelenitése mellett, minden él6 szamos jol szervezett élettani folyamattal alkalmazkodik a

kornyezeti feltételek (fizikai, kémiai és bioldgiai) valtozasaihoz. A kornyezetterhelések valos
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jellege a mar emlitettek szerint az emberi tarsadalmakhoz kotott. Ezért igen fontos az ember
altal megvaltoztatott kornyezet, azaz feltétel, és az arra valaszt generald biologiai rendszer
kutatasa, megismerése.

Az déllatvilag és az ember szocidlis viselkedését (pl. agresszid, anxietds) a kornyezeti
terhelésekkel (kemikalidk, sugdrzasok) kivaltott magatartdsmintazatok valtozasai az
egészséges, homeosztatikus egyensulyi tartomanybdl a tarsas szinten nem jol alkalmazkodo,
azaz negativ iranyba terelhetik. Ennek kdvetkezményeként a belsdé egyenstly fenntartasahoz
igényelt forrasok megszerzése, felhasznaldsa akadalyozotta valhat, ami a fiziologiai
valaszmechanizmusok eltolodasat okozza. Mindezek pl. allat- vagy human gydgyaszatban a
fixalodé negativ fiziologiai események kapcsan betegségekhez vezethetnek. A vazolt

generalis betegségek sejtszinten is detektalhato eltérésekkel jellemezhetok [22, 23, 24].

1.2.1. Kornyezeti terhelések és egyes kivaltott sejtfizioldgiai valaszok

A kornyezeti feltételek a sejtek egészséges fiziologiai- €s sejtciklus miikodésében, igy az
alkalmazkodasi  mintazatok  kialakitasaban, fenntartasaban  esszencialisak. Ezen
folyamatrendszerek kornyezeti terhelésre gyulladasos és transzformacios (sejtszaporulatot
jelentd) patomechanizmusokka alakulhatnak.

A gyulladdsok soran felszabaduld kiilonb6zé mediatorok kiiszobérték feletti (dozis)
jelenlétiikkel kaszkad eseményeket (pl. metasztazis képzddés) generdlhatnak, kronikus

jelenlét utan progredialo folyamatok (pl. sejttranszformaciok) alakulhatnak ki (1. abra) [25].
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1. abra. Gyulladasos folyamatkaszkad [25]
(IL-1: interleukin 1, IL-6: interleukin 6, TNF: tumornecrosis factor, RANKL: receptor activator
nuclear factor kappa-B ligand, HIF-1a: hypoxia inducing factor-1o, STAT-3: signal transducers és
activators of transcription 3, NF-KB: nuclear factor KB, PGHS-2: prostaglandin G/H synthase-2,
MMP: matrix-metalloprotease, ICAM: intracellular adhesion molecule, TWIST:twist related protein,
VEGF: vascular endothelial growth factor, EGFR: epidermal growth factor receptor, HSP: heat
shock protein, 5-LOX: 5-lipoxygenase)

A vazolt folyamatsorozatok tehat daganatok kialakulasahoz €s progressziojahoz vezethetnek.
Mindezeket megel6z6en mar tapasztalhatok eltérések (pl. a viselkedésmintazatok valtozasai is
ilyen hataskovetkezmények lehetnek). Lehetséges, hogy akut és alacsony dozisu kornyezeti
expoziciok utan még nem detektalhatok szignifikdns magatartasvaltozasok, de trend eltérések
igen [22, 26]. A kronikus expoziciok, melyek kis valtozasokat kivaltd hatasokat jelentenek,
mar fiziologiai diszfunkciokat is okozhatnak (pl. a human gyogyaszat szamos irodalmat kdzol
[27] gyulladasos betegségek kialakulasara gasztro-intesztinalis, 1égzési szervrendszerben).
Ezek kovetésére marker lehet egy kronikus kémiai expozico kovetkeztében a citofiziologiai
allapotokat prezental¢ sejtvitalitast jelz6 BCL2 [28] intracellularis protein jelenléte. Ismeretes,
hogy a Bcl2 (B-cell lymphoma 2) gén terméke a programozott sejthalal (2. abra) gatlasaval is
fenntartja a sejtek vitalitasi egyenstlyat, amely folyamatkaszkadban a sejtek ¢életben

maradasat az aktiv intracellularis faktorok biztositjak (pl. a mitokondrium integritasanak



megbrzésével, a normalis membran potencial fenntartasaval, a megfelel6 citokin és egyéb

kommunikacioval /pl. proapoptotikus citokrom-c kiaramlas/) [28].
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2. abra. Egyes apoptotikus folyamatok [28]

(ced: caspase encoding, Apaf-1: apoptotic protease activating factor , Cyt C: cytochrome-c)

Amennyiben a sejtek homeosztatikus rendszereik fenntartasa soran a BAX/BCL2 (BAX:
BCL2 associated X protein) egyenstlyi heterodimerekkel is jellemzett termékeiket egyes
folyamatrendszer zavarok okan nem tudjak biztositani, ugy a szamurdj elv szerint fognak
miikodni, miszerint a sejt inkabb elpusztul (apoptotizal), mint rosszul mikodjon. Tehat a
BAX proteinek tulstlyaval bekovetkezik az egyensulytartasra képtelen (,,beteg”) sejt halala.
Amikor pl. apoptozist indukalo szereket (toxikus agenseket) alkalmaznak (pl. a természetben
eléforduld taxdnok), akkor ezekkel szemben homeosztatikus védelmi reakcioként a sejt
neutralizalo folyamatokat gerjeszt, mellyel elimindlja az illeté dgenst. Mindezt enzimatikusan
és/vagy fizikai uton: a sejtbol torténd kipumpalassal hajtja végre. Ez utobbi esetén egy olyan
pumpa mechanizmust (MDR: multi drug resistance) alakit ki a sejt, amellyel sokféle, a sejt
szamara karos anyagot (pl. toxinokat, gyogyszereket) képes eltavolitani. Ez a mechanizmus
egy olyan efflux (kipumpalas), amelyért a P-gp (P-glycoprotein) /ATP-kot6 fehérje/ felelds,
amely az MDR1 (multidrug resistance-1 (MDR1=ABCB1)) gén terméke. A P-gp konstitutive
jelen van a bélfal hamsejtjeiben, a majban, a vesében €s az agyi kapillarisok endotél sejtjeinek
luminalis membranjaban. A sejtek efflux pumpaja a kiillonboz6 karos exogén (pl. lipofil vagy
amfifil) anyagok elleni védekezési mechanizmusok egyike. Az orvosi gyakorlatban az efflux
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pumpa nem kivant hatasait az MDR-gén overexpresszioja képviseli, mely farmakokinetikai
szempontbol jelentds [29] hatéanyag koncentracid csokkenést okoz (3. abra). A multi drog
rezisztencia bizonyos agensekkel modosithatod sejtfiziologiai folyamat, mely a nemzetkdzi

kutatasok fokuszaban all napjainkban is [30, 31].
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3. abra. P-gp feltételezett kifelé iranyulé miikodési mechanizmusa [29]

(1) Passziv gyogyszer felvétel a membranon keresztiil. (2a) Hidrofob csatorndk (porusok) keletkezése
az intra- és az extracellularis tér kéozott. (2b) Flipaz aktivitds: a gyogyszer ,, dtugrik” a membran kiilsé
felszinérdl a belsé felszinére. (2¢) "Vacuum cleaner model” amelyben a gyogyszermolekuldik
kapcsolatba keriilnek a membran lipid részén beliil a P-gp-vel, majd ezt kévetéen azonnal
visszakeriilnek az extracellularis térbe [29]

1.3. Kornyezeti alkalmazkodasi potencial csokkenés és egyes bioldgiai
rendszervalaszok

Kornyezeti terheléseknek a tarsadalmi tevékenységek soran megjelend fizikai, kémiai és
bioldgiai expoziciokat tekintjiik. A kornyezeti terhelések a foldi viszonyok mellett hattér, azaz
feltétel-modosité hatast képviselnek. A biologiai evolucid - a Fold totalis evolucios
rendszerébe illesztett evolucids alrendszer - a feltételek (értelmezési tartomany) altal
meghatdrozott aktiv életfolyamatokkal (biologiai algoritmusokkal) jellemzett bioldgiai
anyagmintazatok sokasagaval alkalmazkodik.

Az alkalmazkodas egyik sejtszintli mechanizmusrendszere a sejtciklus modosulds, amely
fixalodo biologiai rendszerzavarokhoz, nevezetesen daganatos betegségek kialakulasdhoz
vezethet [32, 33].

Mivel a kornyezeti alkalmazkodasi potencidl vesztése az egyre magasabba valo atlagos
emberi ¢lettartam miatt fokozodik (pl. genomialis moédosuldsok), ez a kovetkezményes
sejtciklus modosulasok okan daganatok kialakuldsanak kedvezhet [34, 35]. A biologiai

rendszer rendszeralgoritmusai is megvaltoznak az élettartam emelkedésével, amelyek az



ismert gerontoldgiai események feltarasaval keriiltek igazolasra. Igy a kornyezetterhelésekkel
megvaltoztatott feltételen egy mar moddosult (lelassult, és alacsonyabb komplexitasi
kapacitasi) miikodést prezentalé rendszernek kell a homeosztatikus egyensulyt fenntartani
[36, 37]. Az, hogy a daganatos betegségek incidenciaja és prevalenciaja id6sebb korban
igazoltan kifejezettebb, a vazolt okokkal is magyarazhato [34].

A biologiai rendszer és/vagy kornyezeti feltételeinek megvaltozasa kapcsan értelmezett
kornyezeti alkalmazkodasi potencial vesztésének eredményeként kialakult daganatok kezelése
jelenleg a daganatsejtek elpusztitasara fokuszal (sebészet, sugarkezelés, kemoterapia). Viszont
a kialakulas okat képviseld esetleges kornyezeti tényezdket nem veszi figyelembe. A
daganatok, melyek valdjaban a sejttranszformacios zavarok sejtfiziologiai csoportjaba sorolt
elvaltozasok, oriasi tarsadalmi problémat jelentenck. Ebben a kontextusban kiilondsen
fontossa valt a kozvetlen expozicids uttal érintett tidodaganatok gyakorisaganak novekedése
miatti kutatasok szélesitése. Hazankban ezek a betegségek a magas morbiditasu és mortalitast
korképek kozé tartoznak.

A kivaltd (expozicids) okok tekintetében nagy jelentdséglick mindazok, amelyek a belsd
homeosztatikus egyensuly zavaranak kialakitasan keresztiil is (kronikus expoziciok) képesek
sejttranszformacios diszfunkciokat eléidézni. Ilyen hatasokat képviselnek a sejt-toxikus,
valamint az EDC vegyiiletek, melyek kornyezetiinkben természetes (pl. taxanok) és
szintetikus (pl. klorbenzolok) formaban vannak jelen, és erdsen befolyasoljdk szervezetiink
homeosztatikus allapotat.

A mar kialakult (pl. tiid6t érintd) sejttranszformacios diszfunkcid visszaszoritasara kiilonféle

agenseket és/vagy fizikai hatasokat alkalmaz az orvostudomany.

1.3.1. Természetes szintetizatumok: taxanok és hatasaik

Természetes sejtciklust modositd hatdéanyagok lehetnek kornyezetiinkben a novények altal
szintetizalt anyagok, amelyek bioldgiai és/vagy kémiai kornyezetterheld jelentdségii
anyagokka is valhatnak, amennyiben tarsadalmi tevékenységekhez kapcsolhatd jelenlétiik.
Nagy jelentdségli kornyezetkutatasi szempontbdl az a tény, hogy a nevezett természetes
anyagok alkalmasak a kornyezetterhelési folyamatok modellezésére. Ezek egy részérdl ismert,
hogy hatékonyan képesek gatolni pl. a sejtproliferaciot, ezaltal daganatellenes hatéssal is
birnak. Ilyen anyag pl. a Taxus brevifolia altal szintetizalt, annak kérgébol extrakcioval nyert,

majd tisztitott kivonat (a taxan), melyr6l igazolt a citotoxikus hatas [38].



Taxanok kémiaja
Gyodgyszerkémiai szempontbdl igen jelentds vegyiiletcsoportrol van sz6. Az

erdsen lipofil paclitaxel (NSC-125973, védett név: Taxol; 4. abra) tapasztalati
képlete C47H5:NO14, molekulaté')mege 853,9Da.
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4. abra. Taxol (paclitaxel: TAX) szerkezeti képlete [39]

A lipofil docetaxel (NSC-628503, védett név: Taxotere), tapasztalati képlete
(5. abra) C43Hs53NO14, molekulatomege 807,9 Da.

5. abra. A docetaxel (TXT) képlete [40]



A taxol bonyolult diterpenoid, egy taxan-gytriit tartalmaz, amelyben egy
négytagi oxetdn gylrti taldlhaté. A 13-as pozicidban észterkotéssel
kapcsolodik egy, a citotoxikus hatashoz sziikséges oldallanc. A paclitaxel és a
docetaxel kozotti strukturalis kiilonbségek egyike ebben az oldallancban
talalhato: a paclitaxel fenil gyokét a docetaxelben terc-butiloxicsoport
helyettesiti. A madsik kiilonbség: a paclitaxelben a 10-es szénatomjan az
oxigénhez acetilcsoport, a docetaxelben pedig csak egy proton kapcsolodik (6.
abra A, B).

A vazolt kémiai eltérések okan kotddik a tubulinhoz a docetaxel 1,9-szer
nagyobb affinitdssal, mint a paclitaxel. A baccatin-lll a 13-as poziciéban (a
citotoxikus hatashoz sziikséges oldallanc helyén) csak egy hidroxilcsoportot
tartalmaz; ennek a 10-dezacetil szarmazéka bdségesen nyerhetd a Taxus

baccata megujulo tilleveleibdl.
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6. abra. A: a taxanok szerkezeti képlete [38]
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6. abra. B: a taxanok funkcios csoportjai [38]
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A taxan a mikrotubulusok funkcidjanak gatlasan keresztiil, azok stabilizalasaval hat (7. abra)
[38]. A taxan az osztddasi orsd mikrotubulusaihoz ko6tddik és akadalyozza a tubulinegységek
elvesztését, és ezzel stabilizalja a mikrotubulust, mely nem rovidiil meg. Fizioldgias kozegben
a mikrotubulusok csak guanosine-5’-triphosphate (GTP) és bizonyos fehérjék (Microtubule
Associated Proteins/MAPS/) jelenlétében alakulnak ki.
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7. abra. A mitotikus orsora hato gyégyszerek hatasmodja [38]
A tubulinhoz kot6dd ¢€s ezzel a mitotikus orsot gatldo gyodgyszerek kozé viszonylag nagy
molekulatomegli névényi eredetli anyagok tartoznak. Mig a vinca-alkaloiddk gatoljdk a
tubulin polimerizéacidjat, €s ezzel a mikrotubulusok képzddését, addig a taxan szarmazékok a
mikrotubulus-képz6dés eldsegitésével és stabilizalasaval gatoljak a mitotikus orsé funkcidjat
[38].
Ismert az is, hogy a mikrotubulusok hideg vagy CaCl, hatasara depolimerizalédnak, amit a
paclitaxel gatol. A paclitaxel csak polimerizalt tubulinhoz kotédik, a kotédés adenosin-5’-
triphosphate (ATP) hianyaban is végbemegy, viszont a mikrotubulus koétegek ezt kovetd
kialakuldsa mar energiaigényes folyamat. A taxan kotédési helye a B-tubulin N terminalis 31.
aminosava. A mitotikus orsogatlas sejtszintli kovetkezménye, hogy a G,-M fazisban
megallitja a proliferal6d sejteket, azaz sztatizalja. A taxdnok a mitotikus blokad eldidézéséhez
a sziikségesnél alacsonyabb koncentracioban befolyasoljadk a sejtek motilitasat és ez
Osszefligghet az angiogenezist (érképzodést) gatlo hatasukkal is [41, 42].
A taxanok tehat olyan természetes kornyezeti agensek, amelyek generalis sejthatasaik mellett
egyértelmiien a sejtciklus szabalyozasat valtoztatjdk meg, ezzel alakitva at a biologiai
rendszer kornyezeti alkalmazkodési potencidljat.
A taxanokkal szembeni rezisztencia viszont mar a sejtek védelmi mechanizmusat képviseld

homeosztatikus folyamatkaszkdd eredménye, amely a célmolekula eltavolitasara iranyul.
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Neutralizalassal a tubulin-izoformak expresszalddasi ardnya vagy a tubulin poszttranszlacios
modositasa valtozik meg. A tubulin szerkezetét érintd mutéciok is rezisztencia kialakulasadhoz
vezetnek [43, 44, 45]. Jelent6s rezisztencia tipus még az MDR1 gén altal kodolt P-gp fokozott
expresszidja kovetkeztében jelenik meg, ez a multidrog rezisztencia ismert formaja, amely
szamos, eltérd kémiai szerkezetli, nagyobb molekulaji, természetes eredetii gyogyszerrel

szembeni rezisztenciat jelent [46].

1.3.2. EDC vegyiiletek és egyes bioldgiai hatasaik
A XX. szazad a kemizacio évszdzadaként irta be magat a tarsadalmak torténetébe. Sikeriilt
szamos olyan, a természet altal kordbban nem ismert kémiai anyagot szintetizalni (persistant
organic pollutants /POP/), amelyek nagy perzisztenciaval (fizikai-kémiai stabilitas) és
bioakkumulécioval (felhalmozodéas a bioldgiai organizmusokban), és ebbdl addéddan széles
bioldgiai hatasspektrummal (maj-, vese-, neuroldgiai, endokrinologiai, immunoldgiai Stb.
célhatas), valamint kiilonb6z6 toxicitasi (mérgezési) sajatsagokkal jellemezhetdk [6, 47].
Kiemelt jelentéségi POP 4gensek a halogénezett szénhidrogének, melyek kozott
szamos EDC hatast vegyiiletet ismeriink [48, 49]. Az EDC vegyiiletek a homeosztatikus
rendszereket endokrinoldgiai timadésponttal érintik a hormon, és/vagy a cél-receptor és/vagy
a differencialt endokrin-funkcioji sejtek miikddése tekintetében. Amikor mar a regulacios
szinten bekovetkezd bioldgiai rendszer algoritmusainak valtozasa miatt tolodik el a kdrnyezeti
alkalmazkodasi kapacitas, akkor igen erds rendszerzavarokat detektalhatunk a kivalté EDC
vegytiletek fungicidként keriiltek el6szor 1933-ban alkalmazasra [50]. Ismertek akut és/vagy
kronikus expozicidikban okozott hatasaik, pl. porfirids betegségek, a voOrdsvérsejtek
membranmodosuldsai, a sejt proliferacids és/vagy szignalizacids elvéltozasai, genomidlis
zavarok, gyulladasos elvaltozasok, tumorindukcio, az immunrendszer modulécidja, bor és
tiid61éziok megjelenése, csontanyagcsere és egyéb homeosztatikus zavarok [6, 51, 52, 53].
A CIB kémiai szerkezetiik szerint monociklikus, klorozott aromds szénhidrogének. A
monoszubsztitualt szarmazékok tovabbi elektrofil szubsztitucios folyamatokban vehetnek
részt, igy egy ujabb halogén atom a fennmaradd tovabbi szénatomokra keriilhet. Az ilyen
vegyliletek kialakuldsat nagymértékben determinalja a szubsztituensek iranyitd hatasa,
aktivalo és deaktivalo jellege, melyek a molekula reakciokészségét hatarozzak meg (pl. a Cl
szubsztituens orto-para-iranyito deaktivalo jellegli, mely a reakcioképesség fokozatos

csokkenését eredményezi) [54].
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A CIB-k az ¢l6 rendszerekre hatd nagy eléfordulasi gyakorisaga vegyiiletek, amelyek
alkalmasak a kornyezetterhelési modellekben expozitor szerep kialakitasara [55, 56].
A CIB vegyiiletek dozisfliggéen apoptotikus tulajdonsagiiak és/vagy a belsé kornyezet
megvaltoztatasdval a homeosztatikus funkciokat (neuro-endokrin, immun stb.) rontjak.
Hatasukra a bels6 kornyezet funkcionald sejtjeinek ionmilié modosulasai is detektaltak [57,
58].
Ilyenkor valamilyen kiilsé kornyezeti tényezé (pl. EDC) kozvetlen, vagy kozvetett hatasara
kronikus gyulladdsok kovetkeznek be, majd megvaltozik egyes sejtek sejtproliferacios
aktivitasa. Mindez koros sejtproliferaciés klonok kialakulasahoz vezethet, amelyek
novekedése révén manifesztalodo tumorok alakulhatnak ki [59, 60] (pl. a normal sejtciklus
megvaltozasa tiidébetegségek alapja is lehet - intersticialis tiidobetegségek, COPD, asthma
bronchiale) [61, 62, 63].

1.3.3. Fizikai kornyezetterhelések: elektromagneses sugarzasok és a koérnyezeti
alkalmazkodasi potencial zavarok

Az evollciot meghatarozo fizikai energiaformak egyrészt kornyezetiink természetes, masrészt
tarsadalmi tevékenységekbdl szarmazhatnak (pl. elektromagneses sugarzasok). A természetes
elektromagneses hattér a Fold magneses és elektromos terébdl, a meghatarozo foldi természeti
jelenségekbdl (pl. szelek, 1égkori elektromos jelenségek), a vilagiirbdl, valamint a Napbol
szarmazd elektromagneses sugarzasokbol tevédik dssze. A Foldnek kozel allandd erdsségii
magneses tere van, amely a Fold belsé folyékony magjanak ¢és a Fold mozgasanak hatasara
kialakuld oOngerjesztd rendszernek tulajdonithatdé. A Fold elektromos terének nagyséaga is
kozel allando (talajkozeli levegdben a pozitiv toltések aranya nagyobb, mint a negativ
toltéseké) [64]. Ismertek még az elektromagneses terek termikus és nem termikus jellegli
hatasai is.

Az elektromagneses erdterek molekularis struktira-valtozasokat az abszorbealhatd energia-
tartomanyukban fejthetnek ki (kémiai kotések hasitasahoz sziikséges energiak 2-5 eV kozé
esnek). Mivel a sejtek elektromos tulajdonsagai funkcidik alapjat képezik, igy az altaluk
abszorbedlt energia nagysdga a bels térerdsségtdl, magneses permeabilitastol, és az

elektromos permittivitastol fiigg [65].
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1.3.3.1. Az ionizdlo sugarzdsok és biologiai hatdsaik

Természetes ionizald sugarzasok a Napbol és az Urbdl szarmaznak, de hatasukban nem
azonosak a mesterséges radioaktivitassal. A sugarbiologiaban (tovabbiakban) a sugarzas
energiatartalma szerint elkiilonithetiink kis (1-6 V), atmeneti (6-10° eV) és nagy (10*-10° eV)
energiatartomanyokat. Az ¢él6 rendszerek szamara artalmasnak foként a kis vagy a nagy
energiaju tartomany bizonyul. A sugdrzas az anyagban vald haladdsa kozben elnyelddik,
sugarzast jelentd részecskék a palydjuk mentén ionokat hoznak Iétre. A bioldgiai
anyagformaban a sugarzas hatasait tobb tényezd is befolyasolja, pl. az eltéré biologiai
variabilitds. A sugarhatas dozissal jellemzett, ennek kdvetése a humanorvoslasban a terapias
eljarasokhoz kototten jol ismert és dokumentalt. A sugarak hatasaira legérzékenyebbek a még
nem differencidlodott, fiatal, gyorsan 0sztodo sejtek populacidi. A hatast illetden direkt €s
indirekt, reverzibilis és irreverzibilis formakat kiilonitiink el. Az ionizal6 sugarzasok genetikai
hatasai rendkiviil stlyos kozvetlen és kozvetett, altalaban irreverzibilis valtozast
eredményeznek. Az 6rokité anyagban bekovetkezett degradacid, mutacio gyakran 6roklddhet,
igy generacios hatasu is lehet - pl. a hibas gének enzimdefektusokhoz vezethetnek [66]. Ezért
is eldirtak torvényileg a megengedett maximalis sugarddzisok (pl. a sugarzassal dolgoz6 ¢és
nem dolgozok, életkor, szervek sth. szerint) [67]. Mivel az ionizald sugarzasok az 0sztodod
sejteket dozis és behatas fliggden apoptotikus Utra kényszeritik, igy a terapias gyakorlatbol
nagyon sok hiteles informacioval rendelkeziink a célzott és nem célzott sejteket, szoveteket

ér6 hatasokrol.

1.3.4. Kornyezeti hatasok és sejt-transzformacios zavarok

A kornyezet fizikai (sugarzasok) és/vagy kémiai (EDC, POP) terhelései szamos
alkalmazkodasi mintazatot juttatnak kifejezésre (expresszalnak) az €16 anyagformakban, igy
az ember esetében is. Ezek természetesen kedvezd ¢és kedvezbtlen kovetkezményeket is
képviselhetnek. Az orvostudomany csak a kedvezdtlen eseménysorozatokat kovette, pl. a
gyulladasok és daganatok tekintetében igen komoly és hiteles adatbazissal rendelkezik. Mivel
hazank listavezet6 a rakhalalozasi statisztikak terén az Eurdpai Unidban (ezen beliil a tiidérak
gyakorisaga az utobbi 6tven évben megtizszerezodott), igy kiilonos jelentdsége lehet ebben a
vonatkozdsban az egyes Ujonnan megjelend biologiai alkalmazkodasi modozatok
vizsgalatainak. Ezek lehetnek olyan sejtproliferacios problémakorok is, amelyek az uj, ritka
tumoros  korképek  megjelenését  érintik  (pl.  PEHE: pulmonary epitheloid
haemangioendothelioma) [68, 69]. Az emlitett betegségcsoportok a napjainkban ismert
statikus  képalkotdé  diagnosztikdkkal (CT, MRI, PET) nem karakterisztikusan

differencialhatok, még akkor sem, ha kiegésziilnek a specifitisukat megadd hisztologiai
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azonositasokkal is (immunhisztokémiai szovettani eredmények) [70, 71]. Fontos tény, hogy a
PEHE kialakulasi mintazata egy valds alkalmazkodasi mintazat megjelenését prezentalhatja
szamunkra, az aktualis biologiai ¢élé-anyagmintdzat alkalmazkodasi potencialjanak
vesztésével vagy atalakulésaval.
Pulmonary Epitheloid Haemangioendothelioma
Az epitheloid haemangioendothelioma (EHE) tiidoére lokalizalt formaja a
PEHE. Igen ritka endothelialis tumor [72]. Elészor bronchio-alveolaris
agressziv  tumornak  vélték  [73], majd Corrin és  munkatarsai
immunhisztokémiailag igazoltak a tumor endothelialis eredetét [74]. A PEHE
atmenet a haemangioma és az angiosarcoma kozott, intermedier malignitasu
[75]. Kezdetben tiinetmentesen fejlodik a korkép, majd kohogés, valadék-
iirités mellett radiologiailag detektalhat6, altaldban 2 cm-nél kisebb uni- vagy
bilateralis multiplex nodulusok formajaban [70, 71, 76]. Gyakran észlelhetok
atipusos nodulusok, melyek az artéridkban ¢és a véndkban proliferalo
daganatsejtek és kis vérzések kovetkeztében alakulnak ki [70]. Szovettanilag
egy angiocentrikus ér eredetli tumor (pozitiv: CD 31, vimentin; CD34 ¢és VIIL
faktor antigén vesztés), sokszor detektalhato kalcifikacioval [70, 72, 75, 77].
Boudousquie ¢s munkatarsai kimutattdk, hogy gyakran megfigyelheté a 7-22
kromoszéma reciprok transzlokacidja, a 11 kromoszoma monoszomidja €s Y
kromoszomavesztés [78].
A diagnoézis felallitasa igen nehéz, amit érthet6vé tesz a polietiologia - pl.
tobbféle kornyezeti expozicod kivaltd hatdsai, vagy a kialakulasi stadiumok
felismerési biztonsaga. Jelen allasfoglalds alapjan a PEHE egy multiplex
megjelenésii tumor.
Jelenleg a betegség standard terapidja nem ismert [72]. Tobbféle citotoxikus
agens kerlilt mar alkalmazasra kombinalva citokinekkel és hormonokkal [70,
72,74, 79, 80, 81], és ismert érzéketlensége a sugarterapiara [79].
A PEHE megjosolhatatlan progndzisu, a felfedezéskor meglévd tiinetek erdsen
prognosztikus jelentéségiiek [70, 72, 76].
Mivel az adott PEHE korképnek a kornyezeti alkalmazkodasi potenciallal vald kdvetésének
jelentOsége a terapia szempontjabol hasznos, igy érdemes ennek olyan markereit megtalalni,
¢és kovetni, amelyek nemcsak terapids hatékonysdgukban eldnydsebbek, hanem az éltalanos
bioldgiai mechanizmus feltarasahoz is kozelebb visznek. Amikor a kérnyezeti alkalmazkodasi
potencial vesztését tanulmanyozzuk, akkor egy olyan élorendszer algoritmus modosulasat
kovetjiik, amely adott feltételen, ahhoz valo alkalmazkodas komplexitasanak csokkenését
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mutatja be. Azok a jelek, amelyek egy alkalmazkodasi mintdzat kovetését lehetové teszik egy
adott pillanatban egy adott allapotot, mint egy fotd rogzitenek pl. a koros elvaltozas
elhelyezkedését, méretét, sejt-specifitasat. Ezen tulmenden az 10j milikddési rendszer
mechanizmusairdl, vagy annak esetleges viselkedésér6l, tovabba epigenetikus
vonatkozasokrol, esetlegesen a késobbi rendszeralgoritmusok megvalosulasi kockézatarol
nem adnak felvilagositast. Igen jelent6s lehet tehat az adott diszfunkcids folyamatok

viselkedését jellemz6 dinamikus adatok megismerése.

1.3.5. Az é16 rendszer belsé kornyezeti eltérései

Kornyezeti alkalmazkodasi potencial vesztésével egyre nehezebb az eredeti aktiv biologiai
rendszerallapotok €s az igy kivaltott homeosztatikus folyamatok fenntartasa. Az ontogenezis
kezdetén a totipotens alkalmazkodasi képességli rendszer egyre tobb, megvaltozott fizioldgiai
algoritmussal rendelkezik, és egyre inkabb 0j rendszeregyensulyok felé halad. Ezek sok
esetben a kiindulasi allapothoz viszonyitva betegségekként értelmezhet6k. A kronikus
kornyezeti hatdsok eleinte nehezen rogzitheté eltéréseket okoznak, melyeket a
rendszerbiologia kis zavarokként értelmez. KésObb, a permanens expozicid okan ezek a
hatasok egyre erdsebb eltérésekkel jelzik a rendszer allapotvaltozasait, pl. strukturalis zavarok
(daganatok) kialakulasaval [82]. Fontos tény, hogy a megvaltozott rendszernek nemcsak a
kiils6 kornyezetével kell egyensulyt fenntartani, hanem a bels6, pl. intracellularis milieu-ben
is. Kérdéses, hogy ennek a belsé - a bioldgiai alrendszer (pl. sejt) szempontjabol jelentds -
kornyezetnek lehet-e olyan marker szerepe, amely a teljes bioldgiai rendszerben zajld
allapotvaltozasok kovetésére alkalmassa teszi azt [83] pl. extracellularis ionmilieu,

mediatorok.
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2. Célkitiizés

Az €16 rendszerek egyenstulyanak komplex médon valé fenntartasa a homeosztazis, amely egy
jol karakterizalhato feltételen, mint a rendszer értelmezési tartomanyan mikodik [84]. Az a
biologiai algoritmus, amellyel az €l6 rendszer belsé allando iteralasa mellett észlelhetd
rendszer-egyensulya kialakul, a fenntartott bels6é kornyezet viszonylag sziik hatarok kozotti
egyensulyi dinamizmusat koveteli meg. Ebben a belsd kornyezetben a szervrendszerek,
szervek, szovetek, sejtek és sejt-kozotti terek stb. képezik azokat a belsé kornyezeti
feltételeket, amelyek szervezettségi szintjiikkel a teljes €¢16-rendszer egyensulyanak dominans
szereploi. Amikor egy biologiai rendszer egyensulya keriil vizsgélatra, kovetni kell, hogy
milyen széles spektrumban és idédimenzidval képes az adott szervezet az alkalmazkodasat
prezentalni. Természetesen szamos olyan dimenzid is szerepet jatszat az aktualis
alkalmazkodas megitélésében, amelyeket még nem ismeriink eléggé ahhoz, hogy be tudjuk
vonni rendszeres vizsgalatainkba (pl. nano-, atto-dimenziok). A kérnyezethez, mint feltételhez
valé rendszer-alkalmazkodas egy él0 anyagmintdzatban az adott rendszer alkalmazkodasi
potencidljaval jellemezhetd, amely a komplex folyamatok életciklusra jellemzo strukturalis
mintazatanak egyenstlyi mobilizalasaval kovetheté [85]. Mindez a feltétel-valtozasokkal
genomikai és/vagy proteomikai valtozasok stb.) folyamatosan modosul [86].

Amikor ezek a mdodosulasok kiiszobérték felettiekké valnak [87, 88], a rendszer 0j bioldgiai
algoritmusok kialakitdsaval reagal, amelyek a rendszer Iétét annak megfelelden
vesz€lyeztethetik, hogy azok a moddosuldsok mennyire lesznek elszigeteltek. Ez a
megalapozott rendszerdinamikai kovetési mod képviseli azt a kutatdsi stratégiat, amelybe
illesztetten kivanjuk jelen Ph.D. dolgozat vizsgalati célteriileteit elhelyezni. Ennek kapcsan az
igazoltan egészséges allapotot és annak valtozasait (transzformalt) kivanjuk kovetni a
daganatok kialakulasi eseménykaszkadjan keresztiil olyan modon, hogy a lezajlé folyamatok
allapotvaltozasaira (trajektoria modosuldsaira) talaljunk jellemzé markereket - a folyamat
kezdeti és eldrehaladasat jelezve. Tovabba, hogy ezekhez illesztetten a feltétel, azaz a
kornyezetallapotok valtozasait kovetni tudjuk, keresve az ok-okozati Osszefliggéseket a
feltétel modosulds és rendszer-atalakulasok kozott. Mindezeket egységesen a kornyezeti

alkalmazkodasi potencialként kivanjuk asszociélni.

Jelen munkaban a biologiai rendszervizsgalatok tanulmanyozasat ugy kivanjuk megvalositani,
hogy abban a kérnyezeti potencialt determinal¢ kiils6 feltételek - fizikai és kémiai expoziciok
valtozasai - mellett, azzal parhuzamosan a belsé biologiai rendszeralgoritmusok genetikai és
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proteomikai - egyes altalunk megkeresett - jellemzdit is kovetjiik. Kutatasainkat induktiv és
deduktiv médon kivantuk annak szolgalataba allitani, hogy a kdrnyezeti hatasok dinamikus
valtozasai altal gerjesztett folyamatok megismerésével az ¢€l6 rendszerek kornyezeti
potencialmddosulasait nyomjelz6 markerek egyes tartomanyait és tipusait megjeldlhessiik.
Azzal a nem titkolt szandékkal kivantuk ezt tenni, hogy adatokat szolgaltathassunk a majdani
rendszerszintli beavatkozasokhoz, esetlegesen megtaldlva a szervezddési szintekhez kothetd

kiiszobhatasokat is.

1. cél

Elészor is a kornyezeti szempontbdl jelentés hatasokat kivantunk modellszinten értelmezni,
majd ennek megfeleléen bioldgiai jelentdségiik szerint karakterizalni. Modell-rendszerben
kémiai és fizikai expozicidos rendszert kivantunk felallitani annak a kovetelménynek
megfeleléen, hogy szintetizdlhassuk a szakirodalomban megjelent, de mds szakmai
diszciplinaban kozolt hiteles eredményeket a kornyezettudomany teriiletein beliil. Ennek a
célnak a megvaldsitasakor a kémiai expoziciok kapcsan természetes ndvényi termékek koziil
a taxanra (TX) és a xenobiotikus hatasu CIB-re esett az igen gazdag szakirodalmi hattér
(orvostudomanyi, gyogyszerésztudomanyi, kémia tudomanyi és bioldgiai publikaciok [38, 41,
42, 50, 55, 56]) alapjan a valasztas. A fizikai expoziciok kapcsan az elektromagneses
sugarzasok koziil, szintén a nagy szakirodalmi [64, 66, 67] citalhatosag okan is, a mesterséges

10nizalo sugarzasok célzott szoveti, és nem célzott, azaz mellékhatasait kivantuk kutatni.

2. cél

Munkank sordn az expozicid valasztas mellett az alkalmas kutatasi és vizsgalati modellek
kialakitasa és standardizalasa volt a kovetkez6 megvaldsitandd feladat. Ezért in vivo és in
vitro modellekkel is kovetni kivantuk a kiilonféle kornyezeti terhelések kivaltotta bioldgiai

rendszert érd stresszhatdsok eredményeit.

A In vivo allatkisérletes modellrendszer kidolgozasa soran a kovetkezé megvalositando
célfeladatok keriiltek kijelolésre:
1. - modellrendszer kialakitasa,
(viselkedés vizsgalatok bevezetése a megfeleld expozicios utakkal)
2. - a modell standard miikddési koriilményeinek jellemzése (nemzetkozi standardok
alkalmazasaval)
3. - a rendszervalaszok statisztikai modellekre jellemzé kovetésének biztositasa
parhuzamos mintarendszerekkel és elemzési biztonsag kialakitasaval.

a. kémiai terhelések toxikus és szubtoxikus dozisainak meghatarozasara.
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B. In vitro kutatasi modellek kialakitasa az in vivo modellvizsgalatok 3. pontjanak
megfeleld logikai rendszerben a kdvetkezd célfeladatokat képviselik:

b. sejtszintli  kémiai  terhelésvizsgalatok  modelljeinek  bedllitasa,
standardizaldsa (primer human egészséges ¢és transzformalt, primer
patkany egészséges ¢és homeosztatikus zavar generaldssal, valamint
kémiai expozicidval kivaltott transzformalt sejtkultirakon).

C. sejtdinamikai vizsgalatok sejtosztodas, sejt-differenciacios folyamatok

kovetésére.

C. Betegvizsgalatok
Human vonatkozasok relevancidja okéan, valamint a kornyezettudomanyi diszciplinaris
spektrum szélesitése miatt, igen fontosnak véltiik a beteganyagok tanulmanyozasat is.

1. Egészséges ¢és daganatos betegek anamnézisének, valamint vizsgalati -
protokolloknak (képalkoto, hisztologiai, biokémiai) kovetése.

2. El6kisérleti eredmények ismeretében tovabbi célzott folyamatkdvetési vizsgalatok
kialakitasa a megfelelé markerek felderitésére (in vitro rendszerekbdl: primer sejtkultarakbol,

miitéti objektumokbol és egyéb beavatkozasok mintaibol).

3. cél

A fenti kutatasi modellekkel végzett vizsgalatokban arra is Kkerestiik a valaszt, hogy a
kiilonb6zé EDC hatasu anyagok (CIB) /pszicho/-neuro-endokrin- rendszerre gyakorolt hatasa
soran melyek lehetnek az elsé értékelhetd rendszervalaszok.

Ezek - a viselkedésben bekovetkezett - rendszervalaszok értékelhetd modon kimutathatok-e,
¢s alapjai lehetnek-e a tovabbi kornyezeti potencialvesztést jelz6 folyamatkaszkad

vizsgélatara?

4. cél

A viselkedési vizsgalatok alapjan relevansnak tekintheté kronikus expoziciok (in vivo
szubtoxikus — kémiai és/vagy fizikai expoziciok) kovetkeztében esetlegesen kialakulod
gyulladasok ¢és az ezek révén felszabaduldo mediatorok a sejt-transzformacioban is szerepet
vallalo kommunikacios markerek lehetnek-e?

Tovabba milyen lehetséges genomidlis markerek kovetése valhat igy indokolttd, kiilonos

crer

potencialjat fenntartd folyamatokra?
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5. cél

Jelen kutatasi témateriilethez kapcsoltan a human vonatkozasok szakirodalmi hattere igen
széles spektrumu felhasznalhatdo adatbazist jelent [68, 69, 70, 71]. Ennek segitségével,
valamint sajat kutatasi protokollunk kialakitasaval kivantunk valaszt keresni arra a kérdésre,
hogy miként lehetne a daganatok esetén a megfelelo terapia kivalasztasat €s/vagy a kornyezeti

potencial alakulasanak valtozasait 0j, dinamikus modszerekkel kovetni.

6. cél

A dinamikus modszerrel 0j terapia-megalapozd és farmakoterapidsan hatékonyabb kezelési
protokoll kialakitasat céloztuk meg. Ezzel az adott biologiai rendszer alkalmazkodasi
potencialjanak fenntartdsat meghatarozo folyamatiranyok megismerése is célunk volt.

Ebben egyrészt feladatunknak tekintettiik, hogy a rendszert (az adott sejtattraktort) a
meghataroz6 medidtorok segitségével probaljuk sejtciklusanak megfeleld homeosztatikus
allapotaba (pl. kivalthaté apoptdzis fenntartasa) juttatni. Masrészt, hogy meghatarozzuk
azokat a feltétel (extracellularis ionmilieu) elemeket, amelyek a rendszermiikodést az emlitett

homeosztatikus védelmi mechanizmus iranyaba képesek eltolni [89].
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3. MdAdszerek

A célkitizésben megfogalmazott problémakoérok megvalaszolasahoz in vivo és in vitro
allatkisérletes kutatasi protokollokat alakitottunk ki. Ezekbdl szdrmazd eredményeinket
emberi vonatkozdsok tekintetében is extrapolalni kivantuk, ezért jelen munkénkba human
vizsgalatokat is bevontunk a megfeleld betegcsoportok (elsésorban tiidédaganatos betegek -
pl. makroszkopos tiidétumor, PEHE) ellatasahoz kototten. A human betegesoportok biopszias
szovetmintaibol in vitro vizsgalati rendszereket alakitottunk ki, amelyekbdl kisérleti

protokollok szerinti vizsgalatokat végeztiink.

3.1. In vivo vizsgalatok

3.1.1. Kisérleti protokoll a klorbenzol kezelések hatasanak vizsgalatara

In vivo kisérleteinkbe leletezett, Wistar (J; ts.:180-350g) patkanyokat (Charles River, Isaszeg,
Magyarorszag) vontunk be. Kondicionalast kovetéen [90] az allatokat standard miianyag
ketrecben, kontrollalt koriilmények kozott: 2242 °C-os hémérséklet; 55-65%-os relativ
paratartalom; 12 h so6tét/12 h vilagos fényviszony periodus mellett tartottuk.

A kisebb, nem rokon, 150-200g sulyt, 4-6 hetes him Wistar patkanyok kezdetektol
elkiilonitve, masik helyiségben voltak a fent emlitettel azonos koriilmények kozott. Ezeket a
viselkedés vizsgalatokban betolakodo allatként alkalmaztuk. A laboratoriumi ragesalo eleség
(CRLT/N, Charles River, 175 G6dollé, Magyarorszag) és csapviz igényiik szerint elérhetd
volt. Az éallatok gondozédsa és a vizsgalati eljardsok szigortian az Eurdpai Kozosség
Tanacsanak 86/609/EEC iranyelvei szerint torténtek.

A Kkisérleti allatok 1:1 aranyu 1,2,4-triklorbenzol (CAS regisztraciés szam: 120-82-1) és
hexaklorbenzol (CAS regisztracios szam: 118-74-1) keverékét (CIB) 1 cm® 0,015%-0s etanol
vizes oldataban kaptak naponta 0,1 pg/ts.kg €s 1 pg/ts.kg dozisban gyomorszondan keresztiil.
A CIB-t célkitlizésiinkben is megfogalmazott igények szerint valasztottuk modellvegyiiletnek,
mint a POP/EDC vegyiiletek kornyezeti modelljét. A CIB expozicio dozisa és idGtartama [91,
92, 93] szakirodalmi el6zmények és a kivant céljaink megvalositasi igényei szerint keriiltek
kialakitasra.

A patkanyok CIB expozicioja 30 (n=10, CIB-30 csoport), 60 (n=10, CIB-60 csoport) vagy 90
(n=10, CIB-90 csoport) napig zajlott. Kontroll-rendszeriinkben a csak tubus levezetéssel
stressz kontrollt (SK) /30 (n=5, SK-30 csoport), 60 (n=5, SK-60 csoport) vagy 90 (n=5, SK-
90 csoport)/ és abszolut kontrollt (AK) kezeletlen csoportként (n=10) hasznaltunk (8. abra).

Negativ kontrollként (-K) alkalmazott csoportnak csak ivovizet adtunk, pozitiv kontrollként
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(+K) a CIB oldoszerével kezeltik mindenben azonos modon a Kkisérletbe bevont
allatcsoportokat.

A kisérleti kontroll-rendszer eredményeinek elemzése soran nem észleltlink statisztikailag
értékelhetd eltéréseket, igy csak az AK és az SK csoportokat jelenitettiik meg protokoll

tablankon és az eredmények interpretalasanal.

A(K) S ):CIB YE):CIB BE):CIB
Oinap 30 nap 60 nap 90inap 1
,i i ,‘ i CIB leezelés
open fisld, ﬂﬂuedphumaze,refaideut-imnuiﬂ teszt 2.
————— T T
! ! i viselkadas
sTErITL szTErum s2Efum széfum vizsgalatol:
eveb miptavetelek egveh mintavetelek exvel mintavételek ezyeb mintavetelek
| | 3.
_____ R T e e i
| mintavételak
SPS5, ANOVA 4
----- s . e 4
' ' ! Iziartélzdas

8. abra. A Kisérleti protokoll bemutatasa
1. Kezelési id6tartam és az expozicios moédok megjelenitése.
2. A viselkedés vizsgalatok (open-field teszt (OF), a 2. napon az elevated plus maze teszt (EPM),
resident-intruder (RI) teszt).
3. Kezelések szerinti mintavételek (vér: majenzimek; szovetmintak: toxikologiai vizsgalatok).

4. Statisztikai analizis, kiértékelés.

A CIB expoziciokat kovetden a kontrollrendszer allatcsoportjainal a szorongassal 6sszefliggo,
a lokomotoros és az explorativ viselkedés elemeit az open-field (nyitott mezds) teszttel, a
himek kozotti agressziv viselkedést semleges ketrecben a resident-intruder tesztekkel
tanulmanyoztuk.

Az utolsé viselkedési tesztvizsgalat utan az allatok testtomegét mértiik, azonos koriilmények
mellett dekapitaltuk, majd vérmintakat gytijtottiink a maj-toxicitas kovetése céljabol: serum
glutamate pyruvate transaminase (SGPT) [94], serum glutamate oxaloacetate transaminase
(SGOT) [94], a gamma glutamyl transferase (GGT) [95] és a lactate dehydrogenase (LDH)
[96] enzimek meghatarozasahoz [97]. Emellett morfo-toxikologiai vizsgalatokat is végeztiink.
A vérbegylijtés utan az agyat, a majat, a 1épet, a veséket, tiidoket, generativ szerveket, farkat,

bort, bor alatti kotdszovetet steril koriilmények mellett eltavolitottuk, ¢és tomegiiket
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megmértiik. CIB okozta toxicitasra utald jeleket [98, 99] - példaul: alopecia, boér
megvastagodas, hegesedés és erythemak - monitoroztuk, és az altalanos morfologiai
vizsgélatokat az adott szervekbdl szarmazo metszetekbdl hagyomanyos szdvettani festésekkel
(pl. haematoxylin-eosin festéssel /HE/ [100, 101]) egészitettiik ki. A megfelelé szervekbdl,
azokbol steril mintavétel utdn primer, monolayer sejtkulturakat allitottunk el6 a tovabbi in
vitro vizsgalatokhoz [90].

Az expozicidokhoz és a hisztologidhoz a kemikalidkat, a sejtkultirdhoz felhasznalt anyagokat
és egyszerhasznalatos steril tenyészté edényeket a Sigma - 154 Aldrich (St. Louis, MO),
Invitrogen Corporation (Carlsbad, CA) vagy BD-155 Biosciences (San Jose, CA) cégektdl
szereztiik be. Minden kémiai anyag analitikai tisztasagli volt. A sejtek tenyésztéséhez 20%-0s
Foetal Calf Serum (FCS) antibiotikumokkal szupplementalt Dulbecco's Modified Eagle
Essential Medium-ot hasznaltunk, alkalmaztunk [90, 102, 103, 104, 105].

3.1.1.1. Viselkedés vizsgalatok

A tesztekben minden allatot a standard kovetelmények szerint csak egyszer hasznaltunk.
Minden tesztvizsgalat a sotét (aktiv) fazis azonos oraiban tortént. A teszteket azonoS
koriilmények mellett, 1 orés, a helyiséghez vald habituacios 1d6t kdvetden inditottuk el. Az
allatokat véletlenszerli sorrendben vettiik ki a ketreceikbdl a vizsgélathoz. A kisérleti
apparatust minden proba eldtt etanollal megtisztitottuk, hogy elimindljuk a kellemetlen
szagokat. A viselkedést a tesztapparatus felett, a mennyezetre erdsitett kameraval, illetve egy
hozza kapcsolt viselkedési szoftver: az Ethovision (v2.3, Noldus Information Technology,
Wageningen, Hollandia) segitségével rogzitettiik. Minden teszt analizisében részt vett
legalabb egy filiggetlen vizsgald is, akinek feladata a megfigyelési szempontok szerinti
adatrogzités volt [90, 106, 107, 108].

3.1.1.2. Open-field teszt

Az open-field (OF) teszttel tanulmanyozhatok a szorongas és a lokomotoros aktivitas
viselkedéssel 0Osszefiiggd elemei. A kisérleti allatot egy feliilrél nyitott, kerek (80 cm
atméroji, 45 cm magas), mianyag, feketére festett aréna kozepére helyezziik, és mérjik a
centrumban ¢€s a periférian eltoltott 1dot szazalékban, a teljes megtett utat, az atlagsebességet
¢s a mozgassal eltoltott idot, az allat felagaskodasainak, vakardzasainak, a
szippantasainak/szimatolasainak, freezing-eknek és a székletiiritéseinek a szamat a teszt 5

perces vizsgalati periddusaban [106].

23



3.1.1.3. Resident-intruder teszt

A resident-intruder (RI) teszt az agresszio vizsgalatara iranyul, melyre a CIB kezelések hatast
gyakorolhatnak. A tesztvizsgalat soran a resident (bentlakd) allatot az aréna kozepére
helyeztiik és 5 percig habitualédni hagytuk. Az aréna egy semleges ketrec, melyet beszortunk
nem hasznalt, tiszta forgaccsal ¢és befedtiik atlatszo muiianyag tetovel. Az OF tesztben mért
lokomocioval, a felfedezd és az 6nvédd magatartassal 0sszefliggd paramétereket rogzitjik a
habituacio és az azt kovetd bentlako-betolakodo teszt soran. A habituacid utan az intruder
(betolakodo) allatot a resident allat mellé helyezve a kiilonb6z6, a resident allat offenziv (az
agressziv vakarozasi epizodok, laterdlis iranyt fenyegetés, fenyegetd testtartds, iildozés és
harapasos tdmadasok teljes idOtartama €s szama), defenziv (a defenziv fiiggéleges testtartas €s
mozdulatlansag teljes idGtartama és szama) és szocialis (naso-nasalis és naso-genitalis

kapcsolatok) viselkedési elemeit vizsgaltuk a teszt 5 perces idésavjaban [107].

3.1.1.4. Viselkedési protokollok statisztikai analizise
Eredményeinket ANOVA programcsomaggal értékeltiik ki. Két-utas analizist hasznaltuk.
Eredményeinket a meantstandard error of mean (SEM) formdban tintettik fel. Az

alkalmazott tesztek szignifikancia szintje p<0,05 volt [90].

3.1.2. Beteganyag gyulladas-kévetési protokoll

A nyel6esd toxicitas értékelési eljarasi protokollja szerint kivantuk kovetni a kornyezeti
expozicids modellként szolgdldo mesterséges ionizalo sugarzas (). 67-71 Gy), nem target célu
felhasznaldsa kapcsan megjelend hatdsat, melyet a nyeldcsOre vonatkoztatva mutatunk be.
Ebben az eljarasban az egész nyeldcsdvet konturozzuk az anularis porctdl a
gastrooesophagealis  atmenetig. Analizaltuk a dozimetrias adatokat a nyelOcs6
vonatkozasaban. AET-t (acute esophageal toxicity), mint nyelészavart a Nemzetk6zi Daganat
Intézet altal kiadott ,,Common Terminology Criteria for Adverse Events” 3.0 verzidja alapjan
prospektiven hataroztuk meg (1. tablazat) [109]. A toxicitas legstilyosabb mértékét vettiik
figyelembe.
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Grade 1 | Tiinetek, diéta elegend6 (pre-gyulladasos folyamat)

Grade 2 | Tiinetek, megvaltozott étkezés/nyelészavar (pl.: megvaltozott étkezési
szokasok, per os kiegészités); iv folyadék sziikségesség <24 ora (akut
mérsékelt gyulladadsos folyamat)

Grade 3 | Tiinetek és sulyosan megvaltozott étkezés/nyelészavar (pl.: inadekvat szajon
keresztiili kaloria- és folyadékfelvétel); iv folyadékpotlas, szondataplalas
vagy TPN indikalt >24 ora (akut sulyos gyulladasos folyamat)

Grade 4 | Eletet veszélyezteté szovédmény (pl.: elzarodas, perforacio)

Grade 5 | Halal

1. tablazat: Nyelési nehezitettség sulyossaga a ,,Common Terminology Criteria for

Adverse Events, 3.0 verzié” alapjan

3.1.2.1. Statisztikai analizis

SPSS 15.0 Windows verziot hasznaltunk minden analizishez. Az AET, a kor, a nem, a
dohanyzasi szokasok és a kemo-radioterapids kezelés részletei (dozis és volumen) kodzotti
Osszefliggéseket értékeltiik. A dozis és a volumen értékelése egy-utas ANOVA és T-teszttel
tortént. A dozis-volumen paraméterek ¢s az AET sulyossaga kozotti 6sszefliggés analizisére

logistic regression-t alkalmaztunk [110, 111].

3.2. In vitro modellek

In vitro vizsgalataink soran monolayer, primer sejtkulturakat allitottunk el6, az egyed alatti
szervezOdési szintek €16 tulajdonsagainak vizsgalatara. Egyrészt a fent leirt CIB kezelési
protokollban résztvevd allatok megfeleld szervmintaibol, masrészt kiilonféle human
daganatos szdvetmintakbol pl. tiidd, kotdszovet, csont késziiltek a kutatdsi modellek. (A
betegcsoportok kijelolése az in vitro PEHE kutatasi feladatokhoz a Palfoldi és mtsai altal
[112] k6261t cikk szerint tortént.).

Munkacsoportunk altal mar kidolgozott hipofizis, glia €s idegsejt - human és patkany -
primer, monolayer sejttenyészetek kialakitasanak standardizalt metodikajanak [104, 105, 113]
felhasznalasaval dolgoztuk ki a tiidd és tiidétumorok sejtkultira kialakitasi modszereit. Az
intrabronchialis és mutéti objektumokbol szarmazd steril, egészséges és tumoros
szovetmintak egy részét makroszkopos szeparalast kovetden enzimatikusan emésztettiik (37
°C, 0,2%-o0s tripszin /Sigma/ foszfat pufferben (PBS) 20 percig, majd 0,17 pg/ml
kollagenazzal /Sigma/ 60 percig ¢és 1%-os diszpazzal /Sigma/ 30 percig). Az enzimatikus
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disszociaciot 100 pg/em? tripszin inhibitorral és 20%-o0s foetal calf serum-val (FCS) allitottuk
le (4 °C). A szovet mechanikus disszocialtatasa nejlon-blutex (porus @: 48um) sziirGvel
tortént. A sejt viabilitasa 98-100% (trypan blue teszt). A sejteket 24 lyuka 5-100% IV. tipust
kollagénnel fedett milanyag tenyésztd edénybe (Nunc, Orlando, FL, USA), 10° sejt/cm®
koncentracioban, Dulbecco’s féle modositott Eagle’s mediumba (Sigma) + 20% FCS (Gibco,
New York, USA), 1 IU/ml penicillinnel és 1 IU/ml streptomycinnel szupplementalt médon
helyeztiik ki. A haromdimenzios (3-D) kultarakat kollagénnel (10%) kezelt filterre (@: 48 um)
tltettiik, és 37 °C-on, 5%-0s CO, termosztatban inkubaltuk. A kultara tapoldatat 1-3 naponta
cseréltiik. A normal és tumoros explant kultarakat tripszin (0,2%, 30 percig) és tripszin
inhibitor kezelés (Nunc, Orlando, FL, USA) utan Petri csészékbe (3cm @) helyeztiik.
A szovetmintdk mas részletébol explant kultirakat készitettiink. Az explant kialakitasakor 5
perces tripszin kezelést kovetden, prepardldé mikroszkdppal lathatdé méret-tartoméanyban,
metszésfeliileteket hoztunk 1étre a szoveteken. Ezutan hideg (4 °C-0s), 20%-os FCS
alkalmazasaval allitottuk le az emészté enzimhatast. Majd haromszor mostuk fiziologias
oldatban a szovetdarabokat, és feliiletkezelt tenyésztd edényekbe helyeztiik tapfolyadék-
cseppben letapadasi modszert alkalmazva. A feliileti megkotddés utan (3h) a monolayer
kultaranal leirt komplexitasu €s tipusu folyadékagyba helyeztiik a szOvetmintdkat. Az explant
kultirdkat az azonos kort monolayer tenyészetekkel hasonld6 modon hasznaltuk
vizsgalatainkhoz.
Sejtkultirakat készitettiink normal (kontroll (C) és tumoros (Tu) szovetekb6l /PEHE/,
kiilonb6z6 kémiai terhelések dozis- és idofuggését vizsgalva a harom in  vitro
modellrendszerben. Harom vizsgalati tipust kiilonithettiink el:

l.: ép szdveti részekbdl - alacsony proliferdcios rata, és kontaktgatlas - ezt tekintettiik
kontrollnak.

IL.: a tumoros klonbdl - térorientacids zavar és kontaktgatlast vesztett sejtekbdl -
PEHE Tu.

I11.: kevert: normal és tumoros sejtek - PEHE M.

3.2.1. Sejtkulturak vizsgalata, proliferacios aktivitas kovetés
Fehérjetartalom meghatdrozdas: Az Osszfehérjetartalom mérését modositott Lowry
modszerrel és Pierce BCA Protein Kit (Thermo Fisher Scientific INC., Rockford, IL, ISA)
alkalmazasaval valdsitottuk meg [114, 115].
Inkorpordciés vizsgdlatok: A sejtosztodasi gyakorisagot *H-Thymidine inkorporacids teszttel
kovettiik [116, 117].
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Viabilitdsi vizsgdlatok: trypan blue teszt segitségével keriiltek meghatarozasra [118, 119].

3.2.2. Hisztologiai vizsgalatok

A betegcsoportok szévetmintaibol, valamint sejtkultirakbol torténtek az immunhisztokémiai
vizsgalatok az alabbiak szerint.

BCL2: A paraffinba agyazott 4 um vastagsagi metszetek indirekt peroxiddz moddszerrel
keriiltek feldolgozasra [120, 121]. A metszetek tovabbi kezelése Prae-Treatment module-lal
tortént (Dako, Glostrup, Denmark).

MDR1: Az MDRI1 expressziot immunhisztokémiailag paraffin metszetek indirekt peroxidaz
modszerrel torténd festésével hatdroztuk meg. (Az eljaras antitest specifitdsdban kiilonbozott
csak a BCL2 modszernél leirtaktol [122, 123].)

CD34: A CD34 pozitivitast immunhisztokémiailag paraffin metszetek indirekt peroxidaz
modszerrel torténd festésével hatdroztuk meg. (Az eljaras antitest specifitdsaban kiillonbozott
csak a BCL2 modszernél leirtaktol [124, 125].)

CD31: A CD31 pozitivitast immunhisztokémiailag paraffin metszetek indirekt peroxidaz
modszerrel torténd festésével hataroztuk meg. (Az eljaras antitest specifitasaban kiilonbozott
csak a BCL2 modszernél leirtaktol [124, 126].)

Ki67: A Ki67 pozitivitast immunhisztokémiailag paraffin metszetek indirekt peroxidaz
modszerrel torténd festésével hataroztuk meg. (Az eljaras antitest specifitasdban kiilonbozott
csak a BCL2 modszernél leirtaktol [124, 127].)

VIII. faktor: A VIII. faktor pozitivitast immunhisztokémiailag paraffin metszetek indirekt
peroxidaz modszerrel torténd festésével hatdroztuk meg. (Az eljards antitest specifitdsaban
kiilonbozott csak a BCL2 modszernél leirtaktol [128].)

Osztrogén, progeszteron receptor: Az Osztrogén és progeszteron receptor pozitivitast
immunhisztokémiailag paraffin metszetek indirekt peroxidaz modszerrel torténd festésével
hatdroztuk meg. (Az eljaras antitest specifitasaban kiilonbozott csak a BCL2 modszernél
leirtaktol [129, 130].)

Szemikvantitativ értékelési modszerrel tortént a fenti antigén expressziok besorolasa: o: 0-1%
a pozitiv sejtszam/feliiletegység, 1+ akkor, ha 2-33% kozotti +sejt; 2+ ha 34-66% kozotti
+sejt, 3+ akkor ha, 67%-tol a +sejtszam. Kevert besorolas esetén két vagy tobb

antigénexpresszio 0; 1+ jelenléte igazolt.

3.3. Kémiai és fizikai expozitorok

A kiorbenzolok (CIB) expozitorként torténé alkalmazasa [90] soran igazoltan szubtoxikus

dozist hasznaltunk mind az in vivo, mind az in vitro allatkisérletes vizsgalatok soran.
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Taxanok (TX) hatasainak vizsgalatdnal a taxdn-alapu kemoterapids kezelésben (paclitaxel:
TAX 175 mg/m?) részesiilé betegesoportokat [110, 111] vontuk be. A szdvetmintdkon tortént
az in vitro vizsgalatok a megfelelé szubtoxikus doézisokban (paclitaxel: 0,6 ng/ml, docetaxel:
10°° M/ml) folytak.

Fizikai expozicioként szubtoxikus dozist, a mesterséges ionizaldé sugarzasok
hatasvizsgalatanak ~ modellezésére  radio-kemoterapias ~ protokollokat  alkalmaztuk
beteganyagon (sugardozis: 25x1,8 Gy = 45 Gy + boost: 22-26 Gy, teljes dozis: 67-71 Gy). A
target a makroszkopikus tid6étumor volt. Emellett a nem-célzott szovetek, pl. nyelécsé
érintettségét is vizsgaltuk. Ebben a kontextusban a kornyezeti expoziciok gyulladasok

kivaltasaval kapcsolatos kovetkezményeit kovettiik a 3.2. fejezet szerint.

3.4. lonmilieu valtozas vizsgalata

Kisérleti protokoll

Leletezett Wistar torzstt @, 120-250¢g stlyu, 4-6 hetesek patkanyok (Charles River, Isaszeg,
Magyarorszag) egészséges ¢s prolaktindmas hipofizisébél (PRLoma) készitettiink sejtkultara
modelleket.

Prolaktinomas hipofizis indukaldsa soran a standardizalt korilmények kozott (10 fOs
csoportokban) tartott kisérleti allatokat 6 honapon at subcutan adott Gsztronacetattal (CAS
regisztracidos szam: 901-93-9, Sigma, Germany, 150 pg/ts.kg/hét) kezeltik. A kezelés
eredményeként 6 honap alatt az allatok hipofizisében prolaktindmat detektaltunk. Ezekbdl a
prolaktindmés adenohipofizisekbdl, valamint a nem kezelt patkanyok egészséges
adenohipofiziseibdl készitettiink primer, monolayer standardizalt sejttenyészeteket.

Kutatasi protokollunkban elészor az alap ACTH (adrenocorticotrop hormon) és PRL
(prolaktin) szinteteket hataroztuk meg Radioimmunoassay modszerrel (RIA) [102, 103] mind
a normal adenohipofizis (Adh), mind a prolaktindmas tumoros adenohypophysis (PRLoma)
tenyészetek feliiliszé médiumaibol (Tyrode’s medium /Sigma, Germany/). Kisérleteink soran
a médiumban csak a [K'] vagy [Na'] volt mddositott az izoallapotok (ionia, hidria, 0zmdzis
stb.) megtartasaval. A primer sejtkultirak hormonelvalasztasat extracellularis hipokalémiaban
([K*]: OmM; n=10) és hiponatrémiaban ([Na']: 0OmM; n= 8) vizsgaltuk. A kezelést kovetd 10.,
20., 30., 40., 60. és 90. percben vettiink mintat a hormonelvalasztas idokinetikai kovetéséhez.
Az expozicids dozishatas és iddsav alapjan beallitott kisérleti protokoll szerint gytjtottiik az
Adh és PRLoma feliilisz6 mintdkat (és -80 °C-on taroltuk), melyekbél PRL és ACTH
hormontartalmat detektaltuk RIA moddszerekkel. Meghataroztuk a fehérjetartalmat is a 3.3.1.

szerint leirtakkal egyez6 modon.
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3.4.1. PRL és ACTH hormon meghatarozasok

A meghatarozashoz a kisérleti mintak feliilusz6 médiumaibol Molnar és mtsai. [131] altal
kozolt cikkben leirtak szerint jartunk el.

3.4.2. Statisztikai analizis

Az Adh-ban és PRLomaban torténd kiilonbozo kezelés hatasanak 6sszehasonlitasahoz a két-
utas, az ismétl6dé mérésekhez az ANOVA tesztet hasznaltuk. A statisztikai analizishez a
SPSS 17. verzidji szoftvert, a grafikus megjelenitésekhez pedig a SAS 9.2. szoftvert (SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA) alkalmaztuk [131].

3.4.3. Immuncitoldgiai vizsgalatok

A vizsgalat 90. percénél, a 0 mM [K'] vagy [Na'] tartalmu Tyrode oldattal kezelt monolayer
és kontroll Adh és PRLoma kultarakat 4%-os paraformaldehidben fixaltuk.

A monolayer kulturdk immunhisztokémiai vizsgalatat anti-Bcl2 alkalmazasaval a
peroxidaz/antiperoxddz modszerrel hatdroztuk meg a Molnar és mtsai [131] publikacidjaban

kozoltek szerint.

3.5. Hiponatrémia prediktiv jellegének vizsgalata betegcsoporton

A Csongrad Megyei Mellkasi Betegségek Szakkorhazénak Tiidogyogyaszati Tanszékén
(2010.01.01.-2014.07.01 kozott) diagnosztizalt kissejtes tiidokarcinomas betegek képezték
vizsgalati mintacsoportunkat, melynél a szérum hiponatrémia el6fordulasi gyakorisagat €s

stlyossagat, valamint ennek a taléléssel dsszefliggésbe hozhatd hatasait tanulmanyoztuk [132,

133, 134].

3.5.1. Na® szint meghatdarozas szérumbdl

EasyLyte tipust késziilékkel tortént a Na' szint meghatarozas, melynek soran az ismert

crer

kiilonbségbdl szamitodik ki a mintaban levé natrium ionkoncentracio [135].
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4. Eredmények

4.1. Expozitor vizsgalatok modellezése

A kornyezeti expoziciok koziil a kémiai terhelések tekintetében valasztott taxanok dézisainak
meghatarozdsa orvos-biologiai ¢€s gyodgyszerkémiai kutatdsok alapjan meghatarozott
(paclitaxel: 135-220 mg/m?/3 hét [136, 137, 138], docetaxel: 75-100 mg/m?/3 hét [138, 139]).
A klorbenzol mix (triklérbenzol:hexaklorbenzol=1:1) kisérleteinkben alkalmazhato
dozisainak meghatarozasahoz elvégeztiik a kinetikai vizsgalatokat, és a D1: 0,1 ug/ts.kg; D2:
1 ng/ts.kg doézisokat vélasztottuk vizsgalatainkhoz. Eredményeink szubtoxicitdst igazoltak,

melyet a 2. tablazatban feltiintetett adatok mutatnak.

kisérleti csoportok
NE/I normal tartomany kontroll D2-CIB-30 D2-CIB-60 D2-CIB-90
SGOT 30-250 | 127,8842,83  146,46+2,03"  155,16+3,98%  125,68+3,57
SGPT 50 - 200 54,55+2,09 57,86+1,94 58,30+1,57 50,82+2,26
GGT 2-20 3,44+0,07 3,91+0,09 4,37i0,58A 3,67+0,07

2. tablazat. A klérbenzol expoziciok hatdsa a toxicitast jelzo majenzim értékekre
atlag+SEM, n=10/kontroll vagy n=10/CIB csoportok. D2-CIB: 1 ug/ts.kg, 30, 60, 90 jelek a d6zis mellett a
kezelési idtartamokat mutatjak napokban. Az adatokat ANOV A modszerrel, LSD post hoc teszttel elemeztiik,
és a szignifikancia értékeket (A: p<0,05, B: p<0,001) a kontrollokhoz képest adtuk meg. Az irodalmi adatok

alapjan megadott szubtoxikus expoziciok esetén megjeldlt értékeket ,,normal tartomany” megnevezéssel jeloltiik.

A klorbenzol expoziciok diszkrét valtozasokat indukaltak a SGOT, az SGPT, GGT
értékekben. Ugyanakkor a mért koncentraciok a kezelések soran az irodalmi adatok szerinti
(2. tablazat, ,,normal tartomany’-ként jelolt) szubtoxikus tartomanyban maradtak. Az
anyagcseremarkerek itt megjelolt adatai szerint az alkalmazott dozis (1 pg/ts.kg) biztosan
szubtoxikus tartomanyban volt.

Az esszencidlis szervek (médj, vese, mellékvese, 1ép, sziv, tiid0, gyomor stb.) tOmegét
megmértiik, de nem talaltunk szignifikans eltérést az egyes csoportok kozott (9. abra). A
kisérleti modellallatokon és szerveiken nem tapasztaltunk kiils6 malformaciokat, sem
esetleges toxicitasra utald egyéb jeleket. Eredményeink arra utalnak, hogy az alkalmazott D1

¢és D2 CIB expoziciok is szubtoxikusak voltak, melyet a testtomeg kovetésével is igazoltunk.
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testtomeg
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60 napos D14
60 napos D2+

90 napos S(K) -
90 napos D1+
90 napos D2~

kezelaesak

9. 4bra. Krénikus CIB kezelés hatasa Wistar torzsii &' patkanyok testtomeg valtozasaira
(n=10/csoport, X+SEM; kezelés tipusai: D1: 0,1 pg/ts.kg; D2: 1 pug/ts.kg)

A TX orvosi gyakorlatban alkalmazhaté dozisai a terapias gyakorlatbol ismertek
(paclitaxel esetén: 135-220 mg/m?/3 hét, nem kissejtes tiidorak (NSCLC) esetén alkalmazott
dozis: 175 mg/m?/3 hét [137, 138]; docetaxel esetén 75-100 mg/m%/3 hét, NSCLC esetén 75
mg/m2/3 hét [138, 139]). A fent emlitett kezelési koncentracidkat alkalmaztuk a
betegcsoportoknal. Az in vitro vizsgalatok soran alkalmazott d6zisok meghatarozasahoz id6-
¢és dozis-kinetikai vizsgalatokat végeztiink, és ezen vizsgéalatok eredményeinek megfelelden
alkalmaztuk a dozisokat (paclitaxel (Tax); 0,6 ng/ml, docetaxel (Txt): 10° M/ml [112]).

Elektromagneses sugdrzasok koziil a mesterséges ionizald sugarzasok alkalmazhat6
dozisainak meghatarozasa az orvos- és sugar-biologiai szakirodalmakbol ismert (30-70 Gy,

[140]). Vizsgalatainkhoz ezen orvosi gyakorlatban alkalmazhat6 tartomanyban hasznaltuk a
sugardozisokat (67-71 Gy [111]).

4.2. In vitro vizsgalati modellek standardizalasa

In vitro vizsgalatainkhoz kialakitottuk azt a primer, monolayer (1. kép) sejtkultura

modellrendszert, amelyet minden esetben az adott jellemz6 marker szerint (pl.
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végdifferencialt sejtfunkcio [131]) is standardizaltunk. A metodikai azonossag megtartasa
érdekében tovabbi (viabilitasi kontroll, adhezivitasi kontroll, sejtproliferacio kdvetési kontroll,
morfologiai kontroll, konfluens jelleg kontroll stb.) rendszeres standardizalasi 1épéseket
hajtottunk végre. A kisérleti modellek alkalmazhatosagénak biztositdsat azok primer jellege
nagyban tdmogatta, ugyanakkor emiatt a metodikai ,,j6-gyakorlat” kialakitdsa sok esetben

nagyon eltéré megoldasokat kdvetelt, els6sorban a transzformalt sejttipusok esetén.

A human eredetli transzformalt sejtek viselkedés-dinamikdjanak kovetése soran felmeriilt az
eredmények késobbi terapias alkalmazhatdsagi biztonsagat garantald igény, amit az explant
(szovetkihelyezés; 3. kép) és 3D (harom dimenzids) (2. A, B kép) kultarak kialakitasa és
alkalmazasa tamogatott. A monolayer kulturan (1. kép) karakterisztikusan kirajzolodott
transzformalt sejtklonok lathatok. A 2. kép mutatja, hogy a 3D kultardk sejtjei térorientacios
zavarral rendelkeznek, mert szabalytalanul novik be a rendelkezésiikre allo feliileteket, és a

klénokra jellemzden tobb dimenzids osztddasi irdnyt mutatnak.

1. kép. Monolayer Tu PEHE sejtkultura (OM: 65x)

2. kép. Tu PEHE 3 D (A: OM:45x, B: OM:65x)
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3. kép. Tu PEHE explant kultira (OM: 50x)

4.3. In vivo vizsgalati protokollok kialakitasa és standardizalasa

A betegcsoportok [110, 111] kezelési protokollja az adott szakmai kollégiumok ajanlasainak
megfelelden keriilt meghatarozasra és kovetésre [141].

A kisérleti munkaba bevont allatok viselkedés mintdzatainak kovetéséhez a nemzetkdzi
standardokat alkalmaztuk [106, 107, 108].

Az in vivo vizsgalati protokollok a fenti objektiv kovetelményeknek megfeleléen keriiltek
standardizélasra az aktualis kutatési teriiletekhez.

Ezutan a statisztikai adatelemzések kovetelményei szerint keriiltek meghatarozasra a

standardizalt vizsgalati feltételek mellett kialakitandé mintaszamok.

4.4. A CIB expozicidk hatasa a viselkedéselemekre

A kornyezeti kémiai terheléses in vivo vizsgalatokban szubtoxikus (0,1 és 1 pg/ts.kg) dozisu
(2. tablazat, 9. abra) CIB-t alkalmaztunk kronikus kezelési sémaban (30, 60 és 90 napig). Az

open-field viselkedés vizsgalatokban detektalt eredményeinket a 10.-13. abrakon mutatjuk be.
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10. abra. CIB kezelések hatasa a szorongast jelzé lokomotoros aktivitas - mozgas soran
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11. abra. CIB kezelések hatasa a szorongast jelzé lokomotoros aktivitas - a mozgas
10/csoport; A p< 0,05 a kezelés/A(K) relacioban; kezelés tipus

ai: D1: 0,1 pg/ts.kg; D2: 1 pg/ts.kg)

(n
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12. abra. CIB kezelések hatasa a szorongast jelzé felfedezo aktivitas - agaskodas
idotartama - valtozasaira
(n=10/csoport; A p< 0,05 a kezelés/A(K) relacidban; kezelés tipusai: D1: 0,1 pg/ts.kg; D2: 1 pg/ts.kg)
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13. abra. CIB kezelések hatasa a szorongast jelzo ,,freezing” valtozasaira
(n=10/csoport; A p< 0,05 a kezelés/A(K) relacidban; kezelés tipusai: D1: 0,1 pg/ts.kg; D2: 1 pg/ts.kg)
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A CIB kezelt patkdnyok ,,open-field” teszttel tanulmanyozhato viselkedés elemei
szignifikdnsan csokkentek, vagy a kontrollhoz képest modulalodtak (10.-13. abra). A vizsgalt
CIB dozisok kronikus jelenléte, a kezelés idOtartamatol fiiggden egyre érdektelenebbé,
figyelmetlenebbé, szorongobba, és kevésbé alkalmazkodova tette az allatokat. Lathato, hogy a
0,1 ng/ts.kg dozisti CIB esetén sikeriilt azt a kiiszob dozist megtalalni, amelynél mar nem
minden hatds azonos iranya a megel6z6 nagyobb (1 pug/ts.kg) dozis kivaltotta

kovetkezményekkel.

A resident-intruder tesztekkel végzett agressziods vizsgalatok soran az extrém alacsony dozist
(D1: 0,1 pg/ts.kg; D2: 1 png/tskg) CIB kezelések hatasait kovettik az agressziv
viselkedéselemekre: fenyeget6 testtartas, iildozés sth. (14.- 15. abra).

aggresszids tesz=t

fenyegetd testtartas

{db)

— o — o™ — o
= = = = = =
w w w wv w w
(=] o (=] (=] (=] o
= = = = = =
= = = < = =
= = = = = =
[—J (=] [ —J o (=] [—]
o o o (= =] o
kezelések

14. abra. CIB kezelések hatasa az agressziot jelzé tarsas viselkedéselemek koziil a

fenyegeto testtartasra
(n=10/csoport; A p< 0,05 a kezelés/A(K) relacioban; kezelés tipusai: D1: 0,1 pg/ts.kg; D2: 1 ug/ts.kg)
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15. abra. CIB kezelések hatasa az agressziot jelzo tarsas viselkedéselemek koziil az
iildozés kovetésére
(n=10/csoport; A p< 0,05 a kezelés/A(K) relacidoban; kezelés tipusai: D1: 0,1 pg/ts.kg; D2: 1 pg/ts.kg)

Az agresszivitas vizsgalatara alkalmas resident-intruder teszt soran nyert adatok eredményei
szerint a klorbenzol kezelések hatasara fokozodott az agressziv hajlam. Mindezt az offenziv
magatartasi mintazatokat (fenyegetd testtartas /14. abra/ iildozés /15. abra/) jellemz6 mérési

eredmények szignifikans fokozodasa igazolja.

4.5. Kronikus fizikai expozicidk hatasainak vizsgalata

Szubtoxikus dozisu, nem célzott szoveti érintettséget jelentd vizsgalatainkban tiidétumorban
involvalt betegcsoporton végeztiink standardizalt modon vizsgélatokat a sugarterapids
kezelések soran. A nyeldcsO, mint nem célzott expozicios teriilet keriilt itt vizsgdlataink
fokuszaba. Eredményeinkben a nemzetkozi tesztvizsgalatok sordn elfogadott AET stlyossagi

skala adatait tiintettiik fel [110].
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AET mérték (n=50) Betegszam (%)
Grade 0 17 (34%)
Grade 1 16 (32%)
Grade 2 14 (28%)
Grade 3 3 (6%)
Grade 4-5 0

3. tablazat: Akut nyel6csé toxicitas (AET) mértékének kovetése tildétumorok ionizalé

sugarkezelése kapcsan (n=50)

Grade 0-1 Grade 2-3 p-value (t-test)
n=33 n=17
Dmax (GY) 54,56+11,45 64,07+5,55 <0,001
Ditlag (GY) 21,87+8,24 30,98+7,57 <0,001

4. tablazat: lonizalé sugarkezelésre kialakult akut nyeldcsé toxicitasok dozimetriai
paraméterei

N=50) D maximalis alkalmazott 6sszes sugardézis (Gy); Dyy: atlagos alkalmazott sugardézis (Gy)
g

A radioterapias kezelés soran - melyet a mesterséges ionizald sugarhatas kornyezeti
modelljeként hasznaltunk - mellékhatasként észlelheté nyeldcsdgyulladas a betegek 66%-
aban alakult ki. 34%-ban nem észleltiink kimutathato hatast. Expozicios (mellék)hatas Grade
1 és 2 formaban 32% és 28%-ban jelent meg, a Grade 3 sutlyossagi forma 6%-ban volt
detektalhato (3. és 4. tablazat) [110].

4. 6. Kornyezeti expozicidk és fiziologiai markerek kapcsolatanak vizsgalata

A viselkedési vizsgalatok eredményei szerint a homeosztatikus folyamatok megvaltozasai a
kronikus expoziciok soran (in vivo szubtoxikus - kémiai és/vagy fizikai expoziciok) valos
elvaltozasokat generalhatnak, pl. gyulladasok, sejt-transzformaciok. Ezek a tumorgenezis
szempontjabol jelentdsek, igy indokolt lehet a kapcsolt folyamat-markerek koziil a kdvetésre
alkalmasak kutatdsa. Ennek kapcsan vizsgalatainkban tiidétumoros (adeno- és

laphamkarcindmas) betegek esetén kerestiik azokat a citologiai markereket, amelyekkel a
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betegség elérehaladasat (a tumoros és diagnosztikai hatas alkalmassagat) kovethetjiik. Ennek
soran olyan immunhisztokémai generdlis jeleket kerestiink, amelyek diagnosztikus

szempontbol biztonsagosak, és alkalmasak az clérehaladasi stadiumok kovetésére is (5.

tablazat).
Tumoros tfateg csoport BCL2 MDR1 BCL2 és MDR1
(n=26) 0 1+ | 2+/3+ 0 1+ | 2+/3+ | e/1+ | kevert | 2+/3+
expresszios gyakorisag | 16 6 6 19 3 6 19 6 3
betegszamban
eXPreSSZiéi/elﬁfordulés 57,2 214|214 |678 10,7 | 21,4 | 67,9 21,4 | 10,7
6

5. tablazat A BCL2 és MDRI1 expresszié valtoziasa tumoros betegcsoportnal
Expresszio besorolas BCL2 vagy MDRI esetén: @: 0-1% a pozitiv sejtszam/feliiletegység, 1+: 2-33% kozotti
+sejt; 2+: 34-66% kozotti +sejt, 3+: > 67% a +sejtszam, Kevert: ha a BCL2 vagy az MDRI koziil csak az egyik

g vagy +1 [110].
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4. kép. Tiidodaganat immunhisztokémiai vizsgalata
A: mérséekelt MDRI citoplazmatikus pozitivitas (OM: 224x); B: mérsékelt sejt és citoplazmatikus
BCL2 pozitivitas (OM: 224x)
A statisztikai mintaelemzésnek megfeleld esetszamban vizsgaltuk a tumoros betegek
szOvetmintait, a szdmos citologiai marker koziil a BCL2 ¢és az MDRI1 expresszio (4. kép)
kovetési lehetdség nagy biztonsagunak (5. tablazat %-os gyakorisagi eredményei) mutatkozott
[111].
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4.7. Dinamikus, terapia-tamogato eljaras kidolgozasa PEHE kapcsan

A 10.-15. abran feltiintetett eredmények szerint az in vivo szubtoxikus dozisu CIB kezelések a
viselkedési mintdzatokat statisztikailag értékelhetéen moddositottak. Vallalt célkitiizésiinknek
megfeleléen eredményeinket extrapoldlni kivantuk humén vonatkozasokra is, ezért PEHE
tiid6tumor in vitro modellen folytattuk a vizsgalatokat.

Az egyed szinten szubtoxikus dozisti (taxan: TX) kezelések hatasat dinamikus
folyamatkovetéssel, valamint a nyomjelzé markerek kutatasaval sejtkulturakon vizsgalatuk. A
vizsgalatainkba bevont PEHE tumor in vitro immunhisztokémiai eredménye szerint CD31 3+,
Ki67: + (>30%), CD34 ¢és VIII. faktor antigén vesztést mutatott, 6sztrogén és progeszteron
receptor negativitas mellett, amely az MDR1 protein 2+, és alacsony BCL2 jelenléttel
parosult (5. és 6. kép) [89]. Haematoxilin-eozin festéssel jol megfigyelhetd subepithelialisan a
differencialatlan, epitheloid jellegli, vacualizalt, enyhe citologiai atipiat mutatdé tumoros sejtes

infiltracio.

5. kép. PEHE tumorszivet haematoxilin-eozin festéssel (A: OM: 10x; B: OM: 40x)
A BCL2 és MDRI1 kimutatast, mint folyamat-kovetési és terapia-meghatarozasi lehetéséget
alkalmaztuk a PEHE szovettani mintak vizsgalata soran, ahol steril mintavételekbdl szarmazo
in vitro monolayer sejtkultarakon (kontroll: C és tumoros: Tu) tanulmanyoztuk - az elézetesen
dozis- és idOkinetikai paramétereiben standardizalt - kisérleti modelliinkben a Tax (0,6 ng/ml)

4

és/vagy PIP (promethazine: 2,5 pg/ml) hatasat a sejtproliferacios aktivitasra.

6. kép. PEHE tumorszévet immunhisztokémia vizsgalata

(1+/3+ MDRL1 pozitivitas igazolt, OM: 20x)
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Eredményeink szerint (16. abra) az egészséges tiidOszovetbdl (a mintak ép teriileteibol)
késziilt primer, monolayer sejtkulturak spontin fehérjetartalom és *H-Thymidine
inkorporécioval jellemezhetd osztddasi gyakorisdga, mint kontroll keriilt elemzéseink soran
alkalmazasra. A PEHE klonbdl késziilt mintak esetén ugyanezek a paraméterek szignifikansan
fokozodtak. In vitro alkalmazott Tax a PEHE-kultarak sejtosztodasi gyakorisagat
szignifikansan csokkentette (7. kép), amit tovabb javitott a PIP, mint MDR1 t6rlé hatast

agens.

Proteintartalom ép és PEHE tenyészetekben
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16. abra. Taxanok hatasa egészséges és PEHE tumoros kultarak sejtproliferacios
aktivitas valtozasaira in vitro
A: fehérje produkcio és B: *H-Thymidine inkorporacio kévetésével
(n=20, X mean+SEM, *p<0,05)
Ep tenyeészet: Kontroll, Tu PEHE Klon: tumoros PEHE Klén kultura, Tax: paclitaxel 0,6
ng/ml; PIP: 2,4 ug/ml Pipolphen (promethazine)
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A kovetkezOkben (17. abra) az in vivo elsOvonalbeli kemoterapias kezelést kovetd
mintavételbdl késziilt in vitro PEHE kultarak sejtproliferacios aktivitasat vizsgaltuk a protein
produkcio detektalasaval, valamint a DNS szintézis nyomjelzésre alkalmazott *H-Thymidin

felvétel meghatarozasaval.

Fehérjetartalom ép és PEHE tenyészetekben
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17. abra. In vivo els6vonalbeli kezelés hatasa a dinamikus sejtproliferaciora in

vitro
A: fehérje produkcio és B: *H-Thymidine inkorporacié kévetésével
(n=20, X mean+SEM, *p<0,05)
Ep tenyészet: Kontroll, PEHE M: kevert kultiira (ép és transzformdlt sejtek);
Txt: docetaxel 10° M/ml;
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In vivo alkalmazott elsévonalbeli kemoterapias és promethazine (PIP) kombinaciés PEHE
kezelések hatasara a sejtproliferaciés gyakorisag (17. abra) statisztikailag szignifikansan
csokkent az in vivo kezeletlen (16. abra) allapothoz képest. A tovabbi in vitro Txt
kezelésekkel a sejtproliferaciot még lehetett csokkenteni (17. abra), a kezelések utan a
daganatsejtek nagyfoku apoptozisa volt megfigyelhetd, melyet az in vitro fenntartas kapcsan

¢észlelhetd nagyfoku sejtvesztés is igazolt (7. kép).

A B
7. kép. Apoptotikus PEHE kultara (A: OM: 65%, B: OM: 80x)

4.8. Lokalis kornyezeti feltételvaltozasok hatasa a tumorok viselkedésére

A kiilonféle kornyezetterhelések hatdsara is kialakuld sejtciklus moédosulasok kovetésére
alkalmas sejtfiziologiai markervaltozasok (BCL2, MDRI1) detektalasa utdn a kozvetlen
sejtkornyezet, az extracellularis ionmilieu valtozasok hatésait tanulmanyoztuk. Ennek soran
két monovalens kation: a kalium és a natrium extrém alacsony koncentracidinak hatésait
vizsgaltuk egészséges és tumoros sejtek exocitotikus aktivitasaira. Egészséges sejtfunkciokat
adenohipofizis (Adh) sejtkultirdkon, a tumoros funkciokat prolaktindmas adenohipofizis
(PRLoma) tenyészeteken tanulmanyoztuk. A hataskovetésre az emlitett modellek hormon-
elvalasztasi tulajdonsagait hasznaltuk fel. Ismeretes, hogy PRLoma a szervezet bels6
endokrin-szabalyozasi egyensulyanak eltolasaval (6sztronacetattal indukalt negativ feed-back
szimuldcioval) is kivalthatd, amelyhez hasonlo fiziologiai hatdsokat kornyezeti terhelések is
okozhatnak (pl. halogénezett szénhidrogének).

A 18. abran az extrém alacsony extracellularis hipokalémia hatasat mutatjuk be Adh (A:
normal adenohipofizis) és PRLoma (B: prolaktinoma) sejttenyészetek ACTH elvalasztasara a

kisérlet 90 perces kovetési idosavjaban.
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Normél adenobipofizis sejtkultirs ACTH elvilastisa Prolektindmas adenohipofizis ACTH elvilzsitisa extrém

extrém alacsony [X°] jelenlétében dlacsony [K'] jelentétében
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18. abra. Extracellularis hipokalémia hatiasa az ACTH elvalasztasra Adh (A) és
PRLoma (B) sejtkultarakon (n=10, *p<0,05)

Lathato, hogy az Adh és a PRLoma sejtkultarak fiziologias koriilmények kozott (komplett
Tyrode oldatban: C) is eltérést mutatnak be id6fiiggésiik karakterisztikdjaban. A hipokalémia
hatdsara ez az eltérés a normal és tumoros kulturdk kozott hangstlyosabban jelent meg,

miszerint a PRLoma esetén tobbszordsére fokozddott a dekompenzalt hormonelvalasztas.

A kovetkez6 eredményabran (19. abra) az extrém alacsony extracellularis hipokalémia hatasat
tiintettiikk fel Adh (A) és PRLoma (B) sejttenyészetek PRL elvalasztasara 0-90 perces 1do-
kinetikai  vizsgalatainkban. Lathato, hogy a PRL elvélasztdsban erdsen eltérd
hormonelvalasztasokat detektaltunk a kétféle (egészséges és tumoros) modellen. Ugyanakkor
a hipokalémia hatasara a PRL release kozel kétszeresére fokozodott az Adh esetén, és

négyszeres emelkedést mutatott a PRLoma kultaraknal.
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Normil adenohipofics sejtkultira PRL ehvilasztésa

Prolaktindms adenohipafizs sefthultira PRL

extrém alacsony [K'] jelenlétében elvilasatisa extrém alacsony [K'] jelenlétében
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19. abra. Extracellularis hipokalémia hatisa a PRL elvalasztasra Adh (A) és

PRLoma (B) sejtkultarakon (n=10, *p<0,05)

8. kép. BCL2 protein immunhisztokémiai vizsgalata patkany Adh sejtkulturiakon

A: Kontroll monolayer sejtkultra; B: hipokalémias monolayer sejtkultira 0 mM [K']

A 8. képen jol lathatod, hogy apoptotikus folyamatok generalédnak a sejtekben a kiindulasi O

mM [K] jelenlétében, amit a BCL2 tartalom csokkenése jelez (melyet a képen a kevesebb

karakterisztikusan fest6do sejt mutat).
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20. abra. Extrém alacsony extracellularis [Na'] koncentracié valtozas hatisa az ACTH
elvalasztasra
Adh (A) és PRLoma (B) sejtkultarakon in vitro (n=8, *p<0,05)
A 20. abran az ACTH elvalasztds ido6fiiggd alakulasat mutatjuk be Adh és PRLoma
modelleken extrém alacsony extracellularis [Na'] Tyrode oldat hatasara. Lathatd, hogy a
kontrollhoz képest (fiziologias [Na'] Tyrode médiumban) a 0 mM [Na'] jelenlétében mindkét
sejttipusban statisztikailag szignifikans eltéréseket detektaltunk, de lathatéan a tumoros sejtek

esetén a kompenzald mechanizmusok akadalyozottak a vizsgalt sejtfunkcio tekintetében.
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21. abra. Extracelluldris hiponatrémia hatasa a PRL elvalasztasra
Adh (A) és PRLoma (B) sejtkultarakon in vitro (n=8, *p<0,05)

A 21. abra a PRL release idokinetikai eredményeit mutatja be normal és extrém hiponatrémias
kozegben vizsgalt Adh és PRLoma esetén.

A PRLoma esetén tapasztalhatd tobbszordsére fokozoédd PRL elvéalasztis idOben nem
kompenzalt kinetikat mutat.

Munkank f6 célkitiizései koz¢ tartozott még, hogy az in vitro eredmények in vivo rendszerre
torténd extrapolalasat is elvégezziik. Ehhez az alacsony extracelluldris ionkornyezet
tanulmanyozéaséaval kivantuk az egészséges €s tumoros sejtek viselkedése kozotti eltéréseket

vizsgalni, keresve az esetleges prediktiv lehetdségeket is [132, 133].
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Vizsgaltuk 147 kissejtes tiidokarcindmas beteg esetében az extracellularis tér monovalens
K*/Na" ioneltolodasat (2010. januar 01.-2014. julius 01. kozétt, SZTE Tiidégyogyaszati
Tanszéken).

Az 6. tablazatban kissejtes tlidokarkinomaban szenvedd betegek diagnozis felallitasakor €s a
betegség progresszidja soran észlelt szérum [Na'] értékét tiintettiik fel. Osszességében a
betegek 41,5 %-aban (61 beteg) észleltiink alacsony natriumszintet. Egy résziiknél (26 beteg)
mar a diagnozis felallitasakor, mig 35 betegnél csak a betegség késdbbi szakaszdban,

altalaban recidiva vagy jelent6s progresszio kapcsan jelentkezett hiponatrémia (6. tablazat).

n=147 szérum normal [Na'] | szérum hypo[Na']
diagnozis felallitasakor (f6) 121 26
progresszio6 soran (fo) 86 35

6. tablazat. Normal és alacsony extracellularis [Na'] érték el6fordulasa kissejtes
tiirdékarcinéma esetén

(n=147, szérum normal [Na'] érték: 136-145 mmol/l)

A 7. tablazatban mutatjuk be a prediktiv lehetéségeket megalapozd normal és alacsony

szérum [Na'] értékkel bird betegek tulélési adatait.

, o szérum hypo[Na'] | szérum hypo[Na']
szérum normal[Na’] | o o
diagnozis felallitisakor | progresszio soran

betegszam 58 26 26
atlagos tulélés (honap) 6,9 4,6 7,2
p (Dunett t) 0,078 0,883
p (ANOVA) (0,068) (0,399)

7. tablazat. Kissejtes tiid6karcinémas betegek tulélési adatai a szérum [Na'] érték
fiiggvényében
(n=110)

A diagnozis felallitisakor észlelt hiponatrémia esetén az atlagos tulélés Ilényegesen
alacsonyabb volt, mint a normal natrium szintli betegek esetében (4,6 vs 6,9 honap), bar a
kiilonbség nem bizonyult statisztikailag szignifikansnak (p=0,078). Nem a kiindulaskor,
hanem késoébb kialakult alacsony natriumszint esetében nem észleltiink tulélési kiilonbséget a

normal natriumszinttel biré csoporttal 6sszehasonlitva (7,2 vs 6,9 honap).
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A 8. tablazatban keriilt feltiintetésre kissejtes tiidokarcinoméban az extracellularis [Na'] érték
csokkenése ¢€s a talélés kapcsolatanak vizsgalata. Hiponatrémia esetén Osszefliggést talaltunk
a talélési paraméterekben a betegség kiterjedése szerint (a mellkasra lokalizal6do, un.
korlatozott kiterjedésii: ,limited disease” LD (8. A) és a kiterjedt betegség: ,.extensive
disease” ED (8. B).

*limited desease” . N
) szérum normal [Na™] | szérum hypo[Na’]
(mellkasra lokalizalt betegség)

betegszam 15 10
atlagos tulélés (honap) 8,8 6,1
p érték (ANOVA) 0,399
A
»extensive disease” szérum normal ] .
o ) . szérum hypo[Na']
(kiterjedt betegség) [Na']
betegszam 43 16
atlagos tulélés (honap) 6,2 3,2
p érték (ANOVA) 0,032*
B

8. tablazat. Az extracellularis [Na'] szint hatasa kissejtes tiid6karcinomas betegek

tulélésére (honapokban, n=84)

Eredményeink szerint az extracellularis [Na'] csokkenés a tiidokarcinomés betegek

tulélésében erds kockazati tényezoként jelenik.
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5. Megbeszélés

A homeosztazis feladata az ¢él6 organizmusokban a belsé kornyezet allandosaganak
biztositdsa, a harmonizalt bioldgiai algoritmusrendszer fenntartasa, amelynek feltétele az a
kornyezettartomany, amelyen beliil az adott ¢él6 képes megvalositani életfolyamatainak
iranyitasat [1, 2]. A homeosztatikus folyamathalozatban egy permanens iteralas zajlik az €16
rendszerek kiilonb6zo szervezddési szintjein, ahol az iranyitott rendszerelemek (pl.
szervrendszerek, szervek, szovetek, sejtek, sejtkdzotti terek) komplex miikddésiiek [3].

Az iteralo folyamatok a feltételvaltozasok kovetését, azaz a koOrnyezetvaltozasok
folyamateredmény szempontli megvaldsitasi sokasaganak egyszerre vald megjelenitését
képviselik. Az eredményes folyamatképesség, amellyel az él6 egyedek (pl. ember) a
kornyezetiik valtozdsaihoz képesek alkalmazkodni az adott él6 organizmus kornyezeti
alkalmazkoddasi potencialjaként értelmezheto folyamathdalozat.

A kornyezeti alkalmazkodasi potencial széles spektrumu, amikor is az ¢l6 organizmus
ugyanazt az eredményt (pl. izotermia) tobb folyamattal is képes egyszerre fenntartani.
Amennyiben ezek barmelyike sériil, még mindig marad(nak) olyan kompenzacios
rendszerelem(ek), amellyel az adott szervezet a kornyezetvaltozasok okan igényelt
homeosztazisat biztosithatja [3,4].

Természetes, hogy az €16 szervezetek alkalmazkodasi potencialjuk spektrum szélességébdl
veszitenek amikor az alkalmazkodasra iranyulé kompenzaciés folyamathaldzataik miikodése
sériil, vagy az ¢él6 rendszerben (pl. Oregedés [36, 37]) és/vagy annak kornyezetében
(kornyezetterhelések [5, 6, 7]) valtozasok jelennek meg. Az emlitett valtozasok lehetnek
erdteljesek [32] és/vagy egyszerre tobb helyen kialakulok [33], amelyek kovetkeztében az
alkalmazkodasi kapacitas az adott organizmus esetében csokken, esetleg egy kritikus
kiiszobértéket is elér [4], ami kovetkezményesen a rendszer viselkedésének és/vagy
allapotciklusanak  megvaltozasat indukdlja. Humdan vonatkozdsban a kdrnyezeti
alkalmazkodasi potencial megvaltozasanak jo példaja lehet a tumoros betegségek
megjelenése.

Jelen munkéban a kiilonféle kornyezeti expoziciok (fizika, kémiai) egzakt vizsgalatait
organizmus ¢s egyed alatti szinten kivantuk tanulmanyozni olyan modon, hogy ehhez
alkalmas standardizalt modellrendszereket is terveztiink és miikodtettiink. Egyik tavolabbi
kutatasi célunk - a vizsgalati protokollok megvalositasa soran kialakult tapasztalatok
segitségével - az adott expoziciok tanulmanyozasara megfeleld biomonitoring rendszerelemek
kialakitasa. Jelen Ph.D. dolgozatban bemutatott modszerek tehat ebben a kontextusban is

érintettek, amit igazol pl. az expozicids utvonalak (pl. taplalkozasi, parenteralis) bedllitasa is.
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Torekedtiink arra, hogy a valds allapotokat szimulald expozicios események vizsgalata soran
kialakul6 rendszerdinamikai valtozasok (pl. egészséges - majd a még nem detektalhatd, csak
trend jellegli valtozasokkal jaro - gyulladasos, és ennek tobb sulyossagi stadiuma - tumoros)
kovetésére alkalmas modelleket tervezziink, épitsiink ki és standardizaljunk, amint azt az 1. és
2. célkitiizési pontokban a dolgozat 2. fejezetében fogalmaztuk meg. Természetesen a
kornyezetterhelések kovetésére vald alkalmassagot az expozicio tipusok (fizikai: mesterséges
ionizald sugarzasok; kémiai: természetes szintetizatumok: TX, xenobiotikumok: CIB), a
kutatasi protokollban hasznéalhato id6- és doziskinetikai paraméterek meghatarozasaval
(kutatasi metodika kialakitasa: 3. fejezet: sejtkultara vizsgalatok, proliferacios aktivitas
kovetése, hisztologiai vizsgalatok), valamint a nemzetkozi szakirodalom eredményei alapjan
[90, 91, 132, 136, 138] biztositottuk. Fontos vizsgalati kritériumnak tekintettiik, hogy olyan
dozisokkal torténd kutatdsi moddszereket alakitsunk ki standardizaltan, amelyekkel
szubtoxikus (4. fejezet: 2. tablazat, 9. abra) dozistartomanyokban észlelhetd valtozasokat is
kovethetiink. Ismert, hogy az 6kotoxikologia targykorébe tartozo kutatasi adatok, valamint a
tarsadalmi szinten ezekre megjelend reakciok a jelzett tartomanyokkal nem igazan
foglalkoznak. Ugyanakkor a hossza életciklusu élérendszerek esetében a permanens, extrém
¢és/vagy igen alacsony do6zist expoziciok hatdsa nem elhanyagolhato.

A szubtoxikus dozisti kdrnyezeti hatasok tanulmanyozasara in vitro (sejtkulturak - 4. fejezet
1.-3. kép) és in vivo rendszereket alakitottunk ki (3. fejezet: viselkedés vizsgalatok - open-
field, resident-intruder teszt). Kiilonos figyelmet igényelt a human vizsgalatoknal a
betegcsoportok olyan modon valé kivalasztdsa, hogy az a statisztikai szemponti
mintaelemzési kovetelményeknek megfeleljen.

Az egyedszintli EDC hatasu, de igazoltan szubtoxikus koncentracioban alkalmazott CIB
pszicho-neuro-endokrinrendszerre gyakorolt hatdsainak tanulmanyozasara (3. cél) viselkedés
vizsgalatokat végeztiink (3. fejezet - open-field teszt, resident-intruder teszt). Munkank soran
kiilonosen fontosnak tartottuk az olyan kontroll rendszer (3.1. fejezet) kialakitasat, amelyben
nagy esetszamban €s minden, a kezelések kapcsan érvényesiild, de nem az expozitor altal
kivaltott hatas kovetése biztositott. A kiilonféle kontrollcsoportok kozotti eltéréseket keresve
statisztikai elemzéseket végeztiink (3. fejezet - ANOVA, kétutas analizis). Megallapithattuk,
hogy nincsenek sem statisztikailag szignifikans, sem trend jellegii eltérések a kontroll
csoportok kozott, igy a tovabbi eredmény-interpretalasnal mar nem az sszes kontrollcsoport
paramétereit, csak az abszolut kontroll /A(K)/ eredményét tiintettiik fel.

A CIB expoziciok altal kivaltott viselkedés-mintazati eltéréseket prezentaldo eredményeinket
igen sok szempont szerint rogzitettiik (pl. lokomotoros aktivitds: mozgassal megtett ut,
mozgasi sebességvaltozas; a felfedezd aktivitas, a freezing) annak érdekében, hogy a levont
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kovetkeztetések megbizhatoak legyenek. Ugyanis a viselkedési mintazatok megjelenései (a
kiilonféle expoziciok kapcsan) igen széles kifejez6dési format mutathatnak [10]. igy ugyanazt
az eredményt (pl. szorongas) tobbféle viselkedésminta prezentaldsan keresztiil is képes egy
¢l0 organizmus kozvetiteni. Ezért vizsgalataink soran szdmos viselkedéselemet kovettiink
(open-field teszt, resident-intruder teszt, elevated-plus maze teszt), melyek koziil csak
néhanyat tlintettiink fel a dolgozatban. A vizsgalt viselkedéselemek altal kozvetitett eltérések
jellege megegyezd volt (4. fejezet: 10.-15. abra). Megallapithatoé volt, hogy a szubtoxikus
dozisa (0,1 és 1,0 pg/ts.kg), kronikus CIB kezelés hatasara mind a szorongassal, mind az
agresszioval Osszefliggésbe hozhato viselkedéselemek kifejezddései erdsddtek. A 90 napos
kezelést kovetéen mar minden viselkedéselem szignifikdns eltérést mutatott mindkét
dozisban. Azonban az alacsonyabb do6zist expoziciok hatasa a 60 napos kezelési periddusban
még nem prezentalta minden vizsgalt viselkedésmintdzatban a vazolt eltérést. Ez az eredmény
azt sugallja, hogy 0,1 pg/ts.kg expozicios CIB dozis alkalmazédsa esetén mar kozelitiink a
hataskiiszobhoz az agressziv viselkedéselem kovetése tekintetében.

A vizsgalt CIB dozisok a kornyezeti alkalmazkoddsi potencial tekintetében tehat a bemutatott
viselkedésvizsgalatok szerint értékelhetd valtozast jelenitettek meg.

gy megallapithaté, hogy az alkalmazott, igazoltan szubtoxikus dozist CIB kivalthat olyan, a
forrasok megszerzésére iranyuld hatranyos magatartasmintazatot [11, 12, 13], ami tovabb
erOsitheti a még strukturalisan (bioldgiai organizmus szervezeti rendszerében) nem fixalodott
CIB okozta hataseltéréseket. Tovabbi fontos megallapitasunk, hogy a CIB expoziciok révén
kapott eredmények a halogénezett szénhidrogének hatdsaival kapcsolatban hozott tarsadalmi
intézkedések atgondolédsat is indokoljak. Ugyanis a megengedett haszndlhato
dézistartomanyok alatt volt nagysagrendekkel az altalunk vizsgélt szubtoxikus dozis (felszin
alatti vizekben: triklorbenzol: 0,001 pg/l, hexaklorbenzol: 0,01 pg/l, foldtani kozegben:
halogénezett aromas szénhidrogének: 0,001 pg/l Kémiai Egyesiiletek Nemzetk6zi Tanacsa
(ICCA) 7/97-es iranyelvében foglaltak szerint [142]), mégis a kezeletlen csoportoktdl eltérd
hataseredményeket detektaltunk. A vazolt kovetkezmények oki tényezdjeként a kronikus
kezelési protokollt is tekinthetjiik, ugyanis a halogénezett szénhidrogén modellvegyiiletek
perzisztens [47] és deponalodo [6] tulajdonsaghiak.

Az EDC csoportba tartoz6 szubtoxikus dozisu CIB dgensek kronikus expozicidinak vizsgalata
soran igazoltuk azok viselkedési elemeket megvaltoztato hatasait.

A kovetkezokben 4. célkitiizésiinknek megfeleléen a fizikai expoziciok hatasainak
tanulmanyozasat mutattuk be eredményeinkben (3.-4. tdblazat) azzal a céllal, hogy a
rendszerszinten detektalhat6 eltérések észlelését standardizalt médon tudjuk kdvetni. Amikor
a mesterséges ionizald sugarzast a sugarterapia soran igazoltan standardizalt és rogzitett
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koriilmények kozott alkalmazzak, akkor annak apoptozist indukalo hatasa csak a célteriileten
érvényes. Viszont a sugarzasnak olyan, nem célzott teriileteken is jelentkezik a hatasa,
amelyet terapiasan nem céloznak. Ilyenkor egy ismert szubtoxikus dozisti ionizald
sugarhatassal kell szamolnunk. Igazoltuk, hogy a tiidékarcinomak célzott sugarkezelése
kapcsan a nem célzott nyelécsé teriileten kialakuld hatasok kovetése biztositott [110], a
gyulladasos folyamatok kivaltasanak bizonyitasa mellett annak progressziojat is bemutattuk.
Megallapitottuk, hogy a nyel6csd sugarhatassal kivaltott elvaltozasai és a dozis-volumen
paraméterek kozott Osszefliggés van. A 45Gy feletti dozis hajlamosit a sulyosabb (Grade 2 és
3) gyulladasok kialakulasara (4. fejezet: 3.-4. tablazat).
Amennyiben egy tartés kornyezeti hatds (fizikai és/vagy kémiai) kivaltotta strukturalis
bioldgiai rendszervaltozast (pl. gyulladas) igazolunk, fontos kérdéskor, hogy annak
progresszioja szempontjabol milyen jelentés markereket érdemes vizsgalnunk. A kronikus
gyulladasos folyamatok el6rehaladt allapotban sokszor alakulnak tumorra, ami mar a teljes
rendszerviselkedés atalakulasat jelenti. Ebben a vonatkozasban mar a kiilonféle kdrnyezeti
expoziciok hatasara fixalodott bioldgiai ciklusrendszer strukturalis valtozasai (human tumoros
betegségek) jelentek meg. Munkdnk soran kerestilk azokat a genomidlis markereket,
amelyekkel a vazolt igen hosszu struktura, majd rendszerciklus valtozasi folyamat kdvethetd.
A BCL2 és MDRI1 expresszio mennyiségi kovetése (természetesen egyéb markerekkel egyiitt,
amelyek jelenlegi vizsgalatainknak is targyai), lehetdséget nyujt a strukturalis zavarok és az
allapotciklusok valtozasainak tanulmanyozasara (5. tablazat; 4. kép).
Kitlizott kutatasi céljaink szerint (5. cél) a dolgozatban mar igazoltan kivalasztott MDRI1 és
BCL2 éltalanos kovetési paraméterek mellett a terapiat is segitd egyeb specifikus markereket
is meghataroztunk. A PEHE tumor in vitro immunhisztokémiai vizsgalataban eredményeink
szerint a CD31: 3+, Ki67: + (>30%), CD34 és VIII. faktor antigén vesztést észleltiink, ami
Osztrogén €s progeszteron receptor negativitassal, valamint az MDRL1 protein 2+ aktivitassal,
¢és alacsony BCL2 jelenléttel parosult. Ennek ismeretében in vitro modelleken végzett
kiilonféle tumorkezelési terapidban alkalmazott 4gensek hatdsait tanulmanyoztuk (pl.
vinorelbine: Cys Hs4N4Og CAS N: 71486-22-1; carboplatin: C¢H14N,O4Pt, CAS n:41575-94-4;
docetaxel: C43Hs3NO13, CAS N:114977-28-5; paclitaxel: C47H5:NO14, CAS N:33069-62-4) a
hatékonyabb terapia érdekében. Az alkalmazott in vitro modellvizsgalat lehetdséget biztositott
a tartds, tobb generacios sejtkulturdkon zajlo dinamikus sejtviselkedések tanulmanyozasara.
gy az MDR1 adott agens (gyogyszer) szerinti specifitisinak megjelenését és/vagy erésodését
plazmidtorlé anyagok kombinacidban torténd alkalmazasaval vizsgalhattuk. Ehhez, a korabbi
kutatasainkbol ismert [30, 31] promethazint is bevontuk vizsgalatainkba, amely az
antihisztaminként ismert Pipolphen nevli gyodgyszer hatéanyaga. Eredményeink szerint
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promethazinnal még hatékonyabban sikeriilt a PEHE kultarak - altalunk kivalasztott taxan
abra). A terdpias kezelési sémat tehdt ennek megfelelden lehetett kialakitani, amit igazolt
annak sikeressége. Az in vivo terapia hatasat is kovettiik Gjabb mintavételekb6l szarmazo
modellek kialakitasaval. Ebben a vizsgalati protokollban dinamikus elemzésre nyilt lehetoség
az in vivo eldkezelt sejtek viselkedésének kovetésében. A terapia sikerének megitélése és a
tovabbi kezelések kialakitasahoz is ebben a kutatasi 1épésben végeztiik el a vizsgalatokat. A
promethazin MDR1-t gatl6 hatasa igazolddott, hiszen in vitro tovabbkezelés TXT jelenlétében
szignifikansan csokkentette a sejtproliferaciot. Az in vivo zajlé tumoros allapotok kovetésére
€s a terapias célzottsag tekintetében hatékonyabb beavatkozasok kialakitdsara jelen
vizsgalatok szerint a dinamikus in vitro modellek alkalmazasa megfelelének bizonyult. A
terdpias gyakorlatban jelenleg a statikus vizsgéalatok (egyszeri beavatkozasbol nyert mintdkbol
hisztoldgiai vizsgalata, képalkoto eljarasok stb.) keriilnek alkalmazasra, melyek egy-egy adott
allapotban rogzitik a tumoros betegség jellemzG6it, de nem teszik lehetévé a
rendszerfolyamatok aktualis kovetését. Amennyiben a kornyezeti alkalmazkodasi potencidl
spektrumdnak sziikiiléseként értelmezziik a tumoros folyamatokat, Ggy azok viselkedését a
meghataroz6 markerekkel és a folyamatok kovetésével lenne érdemes tanulmanyozni. Ha in
vitro modellekben gondolkodunk, ott a kdrnyezeti feltételeket jol rogzithetjiik, amelyekkel az
esetleges remissziok (vagy gyogyulasok) utan is tamogathatjuk az illetd beteget (biologiai
rendszert).

Jelen dolgozathan a kornyezet, mint feltétel, és az ezen értelmezett rendszer dinamikus
egylittmiikodeésének igazolasat a rendszer allapotciklus-elemeinek modosulédsaival kovettiik.
Vialtozast kivaltd tényezOként fizikai, kémiai expozicidt haszndltunk, amelyekkel az
allapotciklusban kis zavarokat (gyulladdsokat) idéztiink eld, melyek permanens jelenléte
kapcsan strukturdlis zavarokat is detektalhattunk (4.1., 4.2. fejezet). Természetesen a
strukturalis zavarok (pl. kronikus kémiai expoziciok altal kivaltottak) az adott allapotciklus
szempontjabol az érintett szervezOdési szintek szerint reverzibilisek (tumoros beteg esetében
egyed szinten) vagy irreverzibilisek (cikluselhagyast okozva sejtszinten) lehetnek. Mivel az
orvostudomany adatbazisa ebben a kérdéskorben igen jelentds, ennek a felhasznalasa és
bévitése is indokoltta tette vizsgalatainkba betegcsoportok bevonasat is. Ugyanakkor
tarsadalmi szempontbol sem Iényegtelen, hogy eredményeink kozvetlen hasznosulhatnak az
egészségiigyi ellatasban. Igy a dolgozat egyik jelentSs eredményének tekintjik ezt a
dinamikus, terdpia megalapozé diagnosztikus modszert.

Az egészségiigyi ellatas terapias protokolljainak a hatékonysag fokozasa mellett az adott
betegségek (pl. kissejtes tiidokarcindma) progndzisdnak pontosabb megismerése is célunk
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volt. Irodalmi adatokbol ismert [131], hogy kornyezeti kémiai terhelések hatasara
extracellularis ionmilid moddosulast lehet kivaltani az €16 rendszerekben. Kutatasi adataink
igazoltdk (18.-21. 4abra), hogy az extracellularis hiponatrémia vagy hipokalémia
megvaltoztatja az egészséges és tumoros sejtek hormon release aktivitasat. Azt is bizonyitotta
a vizsgalatunk, hogy a normal és tumoros sejtek hormonelvalasztasi kinetikaja (0-90 perc)
eltérd karakterisztikdkat mutat, melyekben a dekompenzaltsag minden esetben a tumoros
sejtkulturaknal volt kifejezettebb. A sejt, mint rendszer és kdrnyezete, mint a rendszer
feltétele, azaz vonzasi tartomanya, egylittesen hatarozza meg azt az aktudlis mintazatot,
amivel a sejt él6 komplexitasat fenntartja [1, 2]. A megvaltozott allapotciklust mutatd sejtek
tumoros struktarat (8. kép) és folyamatrendszert mutatnak. Ebbdl az allapotbdl jelen
vizsgalataink szerint nem billenthetok vissza eredeti allapotciklusukba, csak egy 1j, az
¢lettelenséget képviseld formaba, amit apoptozis indukalassal (TX éagensek) valdsithatunk
meg. Az extracellularis ionmilié diszkrét eltolodasa tumoros sejt esetén az allapotciklus
stadiumainak meghatarozasahoz nyujthat segitséget (18.-21. abra), ami terapias szempontbol
lehet jelentds. Az in vitro elvégzett kutatasi protokollok, melyek a sejtek lokalis kornyezete és
a sejtfunkciok kozotti kapcesolatokat vizsgalta, szoros Osszefiiggéseket tapasztaltunk. Ezt az
Osszefliggést ismerve kerestiik tumoros betegnél a hiponatrémia megjelenését, amit igazoltunk
is (6.-7. tablazat). Tovabba vizsgalatainkba bevont tumoros beteganyagon bizonyitottuk a
hiponatrémia, mint talélési prediktiv marker szerepét (8. tablazat). Eredményeink szerint az

ionmilid tovabbi konzekvens vizsgdlata tehat indokolt a tumoros betegségekben.

A dolgozatban kitiizott célunk volt a kdrnyezeti alkalmazkodasi potencial vizsgalata, mely
fogalmat jelen dolgozat keretében vezettilk be azért, hogy a rendszer és vonzasi tartomanya
(¢l6 anyagmintazat és feltétel-kornyezete) egységként kezelten keriilhessen tanulmanyozasra.
Ebben a kontextusban meghataroztuk, hogy a kiiszobhatassal jellemezheté rendszer és
kornyezete kozotti kapcsolat valtozasai a rendszeren beliil eleinte elhanyagolhato, majd egyre
er6sodé folyamat-eltolodasokat okoznak. Torténik ez éppen azért, mert a rendszer igy
alkalmazkodik belsé egyensulyat iteraltatd mdodon a kdrnyezete valtozasaira. Amennyiben
egy erdsen kiiszOb alatti expozicioval hatunk a rendszerre, ugy az a hatas jelenlétének
id6tartamatol fliggden valaszol, eleinte kis zavarokkal, melyek lehetnek reverzibilis €s
irreverzibilis jelleglieck. Az expozicido alacsony dozisa esetén is - annak permanens
jelenlétekor - egész folyamatkaszkad eltolédas indulhat meg, amelyek az adott rendszer
allapotciklusanak fennmaradasat veszélyeztetik a megeldzd strukturdlis zavarok kialakuldsa
utdn. Amennyiben az indukalt allapotciklus valtas lokalizalt (elszigetelt sejt vagy szdveti
szintli tumorok), ugy az a teljes rendszer (organizmus) léte szempontjabdl még kezelhetd.
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Azonban, ha a rendszerben két uton, egyrészt diffiz modon szétterjedt allapotciklus
valtozasok igazoltak, vagy masrészt egy-egy esszencialis funkcié hordozasat akadalyozdan
szétterjedt allapotciklusbol valo kiesés jelenik meg, 0Ggy az a teljes rendszer 1étét
veszélyezteti, ami az organizmus életciklusat sziintetheti meg [3, 4].

Jelen munkaban konkrét esetekben, adott kdrnyezeti expozicidok (ionizald sugarzasok: 3.-4.
tablazat, CIB és TX kezelések) hatasara kivantuk az adott allapotciklusok azonositdsa mellett
a jelzett expozitorok hatdsait kovetni, a kornyezeti alkalmazkodasi potencialvesztés
folyamatdban. Ebben a vonatkozasban az egészséges allapotciklust minél szélesebb
spektrumban prezentalni képes rendszer (pl. sejt, szovet, egyed) volt az altalunk fejlesztett
modszereknél a kontroll. Ennek az altalunk standardizalt vizsgalati rendszernek ismeretében
(in vitro és in vivo modellek és kezelési sémak) kivantuk a kornyezet és /vagy rendszer
valtozasait azonositani, megkeresve azokat az éltalanos jeleket, amelyekkel a vizsgélni kivant
folyamat kovetése biztosithatd. Igy meghataroztunk egy kontroll rendszertdl eltérd uj
allapotciklust a tumorok azonositasakor (elsdsorban tiidétumorok esetén), valamint azokat a
jeleket (BCL2, MDR1, apoptotikus események stb.), amellyel ez az allapotciklus kovethetd.
A tumorok viselkedésének megismeréséhez, mivel ez sejtszinten biztosan egy Uj attraktor, 10j,
dinamikus, a terdpia hatékonysagdnak fokozasara is alkalmas moddszert dolgoztunk ki
(diagnosztizalt tumor primer kultara eléallitas). Megallapitottuk, hogy az altalunk in vitro
tenyészetekben vizsgalt tumorok eredeti allapotciklusukba nem fordithatok vissza, ezért
¢lettelen tartomanyba (masik anyagi allapotciklusba) torténd atbillentésiikre torekedtiink (TX
¢és PIP alkalmazésok). A bioldgiai rendszerek kornyezeti alkalmazkodasi potencialja nemcsak
kozvetleniil (kontakt-expozicid), hanem kozvetetten (homeosztatikus elemek modositasa) is
megvalosulhat. Ilyen kovetkezmény pl. az izoidnia eltolédas. Ez kornyezetvaltozas soran
tapasztalhatd Ujabb hatasok generaldsat jelenti, ami egyértelmiien igazolja az adott
allapotciklust mutatd bioldgiai rendszer és vonzasi tartomanya (azaz életfeltétele) kozotti
elvalaszthatatlan egységet. In vitro kutatasi protokollunkban a monovalens kationok (Na* és
K") vonatkozasaban kétféle allapotciklusban (egészséges kontroll és ugyanazon sejttipus
tumoros megjelenésében) tanulmanyoztuk azok sejtfiziologiai viselkedését. Megallapitottuk,
hogy a vizsgalt 6sszes funkcidban a tumoros attraktorban 1évé modelljeink dekompenzaltak
voltak, azaz kornyezeti alkalmazkodasi potencialjukban gyengék. Az in vitro eredmények
hipotézisiink szerint csak a kornyezeti vonatkozasok oldalardl kozelitve extrapolalhatok a
human terdpids eseményekre. Ennek megfeleléen a tumoros betegek extracelluldrisan
eltolodott monovalens ionjait tanulményozva megtalaltuk a dekompenzaciora utalo jeleket,
melyek az athatolhatatlansagi gatak (elszigetelt), €és szétterjedt tumorokndl a talélési
lehetdségekkel voltak 0sszefiiggésben.
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Uj eredmények

1. A kornyezet alkalmazkodasi potencial meghatarozasat képviseld
rendszerGsszefiiggések tanulmanyozasara alkalmas modellrendszerek keriiltek
kialakitasa.

2. Szubtoxikus dozist kémiai kornyezeti agens (CIB) viselkedési elemek (szorongas,
agresszio) zavarat kivaltd hatasa igazolast nyert. Ennek a kornyezeti alkalmazkoddsi
potencial szempontjabol meghatarozhato jelentéségét bemutattuk (10.-15. 4bra).

3. Fizikai (mesterséges ionizald sugarzas terapias dozisban: 45-71 Gy) expoziciok altal
kivaltott kis zavarok kovetési mddszere kialakitasra keriilt koherensen a strukturalis
zavar markereivel /BCL2, MDR1/ (3.-4. tablazat, 4., 6. kép).

4. Két, eltérd allapotciklus kovetésére alkalmas dinamikus diagnosztikus és terapia
megalapozd modszer keriilt kialakitdsra a PEHE kapcsan (16.-17. abra, 7. kép)
munkankban. Ebben a megvaltozott allapotciklust mutatd tumor-sejtek viselkedését a
nyomjelzé faktorok szempontjabol (pl. az MDRI tekintetében is) a tumor-
progressziora vonatkoztatva igazoltuk.

5. A tumoros ¢és egészséges sejtek sejtciklusai (attraktorai; Adh és PRLoma) a
kornyezetiik, vagy feltételeik (vonzasi tartomany) modosulasai (extracellularis
ionkoncentraciok csokkenése) révén komplexitasukban mutattak igazoltan eltérést.
Ezek a tumoros kultirak sejtjeinél dekompenzalt karakterisztikakat jelenitettek meg
mind az ACTH, mind a PRL elvalasztasban (18-21. abra).

6. Az Adh és PRLoma attraktorok modelljeinek tanulmanyozasaval nyert eredmények
extrapolalasra kertiltek human esetekre. Igazoltta valt rendszerbioldgiai megkdzelités
szerint hipotézisiink, miszerint a vonzasi tartomany szerinti extrapolacié6 megengedett
human vonatkozasokra a jelen ismereteink birtokaban (6.-7. tablazat). Igy az
elszigetelt és kisméretli rendszerelem-valtozadsok (sejt)hatdsait az egyre magasabb
szinten szervezett élé-anyag képes kompenzalni, harmonizalni. A szétterjedt és
nagyméretli dekompenzaltsag esetén akar teljes rendszerzavar kdvetkezik be (18.-21.

abra, 8. tablazat).

A munkat tdmogatta:

TAMOP4.1.1.C-12/1/KONV-2012-0012 és TAMOP-4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0035.
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8. Osszefoglalas

A homeosztazis az ¢l6 rendszerek olyan egyensulyi komplexitasanak allapota, amely
biztositja, hogy az adott bioldgiai rendszer életjelenségeinek fenntartdsa folyamatosan és
hatékony optimalizaltsig mellett valosuljon meg. Az ¢él6 rendszerek belsé kornyezetiik
allandésagat a folyamatosan valtozo6 kiilsé kornyezethez valé alkalmazkodas soran biztositjak.
A kornyezeti feltételek valtozasai (pl.: fizikai: elektromagneses sugarzasok, ionizald
sugarzasok, kémiai: endokrin diszruptor kornyezeti dgensek) mar szubtoxikus dozisban is
megvaltozott kdrnyezeti potencidlt eredményeznek, melyek az él6 szervezetet valaszreakcid
lancolatok kialakitdsara kényszeritik, ezek koziil altalaban az elsd, jol identifikalhat6 forma a
fajra ¢és az egyedre jellemzd 0Osztonds és/vagy tanult viselkedésmintazatok modosulasa
¢s/vagy megvaltozasa. Az dallatvildg és az ember szocialis viselkedését (pl.: agresszio,
szorongas) ezen viselkedésmintazat modosulasok az egyensulyi tartomanybdl a tarsas szinten
nem jol alkalmazkodd, azaz negativ iranyba terelheti. A kornyezeti feltételek valtozésai
hatasara gyulladasos elvaltozasok, folyamatok is kialakulhatnak, melyekbdl kronikus
expozicidk esetén koros sejttranszformaciok johetnek 1étre.

A kornyezeti alkalmazkodasi potencial vesztésének eredményeként kialakult, Oriasi
tarsadalmi problémat jelentd daganatok kezelése jelenleg a daganatsejtek elpusztitdsara
fokuszal, a kialakulds okat képviseld esetleges kornyezeti tényezdket nem kezeli
hangsulyosan. A kivalté okok tekintetében nagy jelentdséggel birnak azok, amelyek a belsd
homeosztatikus egyensuly zavaranak kialakitasan keresztiil idézik eld a koros sejtburjanzast -
pl. az EDC vegyiiletek, melyek kornyezetiinkben természetes (pl. taxanok) és szintetikus (pl.
klorbenzolok) formaban vannak jelen-. Ezen természetes anyagok alkalmasak a
kornyezetterhelési folyamatok modellezésére. Egy résziikrdl ismert, hogy hatékonyan képesek
gatolni pl. a sejtproliferaciot, ezaltal daganatellenes hatassal is birnak (taxanok).

Az evoluciot meghatarozo fizikai-energia formak, egyrészt kdrnyezetiink természetes,
masrészt tarsadalmi tevékenységekbdl szarmazhatnak (pl. elektromdgneses sugéarzasok). A
sugarhatas dozissal jellemzett, ennek kovetése a humanorvoslasban a terapias eljarasokhoz
kototten jol ismert és dokumentalt. Az ionizald sugarzasok az oszt6do sejteket dozis és
behatas fliggben apoptotikus utra terelik, igy a terapias gyakorlatbol nagyon sok hiteles
informécioval rendelkeziink a célzott €s nem célzott sejteket, szoveteket érd hatasokrol.
Hazank listavezetd a rakhaldlozasi statisztikdk terén, igy kiilonds jelentdsége lehet ebben a
vonatkozasban az egyes Ujonnan megjelend bioldgiai alkalmazkodasi moddozatok

vizsgalatainak. Ezek lehetnek olyan sejtproliferacios problémakdorok is, amelyek az 1j, a ritka
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tumoros korképek megjelenését érintik (pl. pulmonalis epitheloid haemangioendothelioma).
Mivel az adott PEHE korképnek a kdrnyezeti alkalmazkodasi potenciallal vald kdvetésének
jelentésége a terapia szempontjabdl hasznos, igy ennek érdemes olyan markereit megtalélni,
¢és kovetni, amelyek nemcsak terdpids hatékonysagukban eldnydsebbek, hanem az altalanos

biologiai mechanizmus feltarasahoz is kozelebb visznek.

Kutatasi stratégiank az igazoltan egészséges allapotot és annak valtozasait (transzformalt)
kovette a daganatok kialakulasi eseménykaszkadjan keresztiil olyan modon, hogy a lezajlo
folyamatok allapotvaltozasaira (trajektoria modosuldsaira) talaljunk jellemzé markereket;
tovabba ezekhez a kornyezetallapotok valtozasainak kovetését keresve az ok-okozati
Osszefliggéseket a feltétel modosulas és rendszeratalakulasok kozott.
Jelen munkankban a kornyezeti szempontbol jelentds hatasokat kivantuk modellszinten
értelmezni, majd ennek megfelelden bioldgiai jelentdsége szerint karakterizalni. Az expozicid
valasztas mellett az alkalmas kutatasi és vizsgalati modellek (in vivo és in vitro) kialakitasa és
standardizalasa is feladatunk volt, fontosnak v¢ltiik a beteganyagok tanulméanyozasat. A
kialakitott kutatdsi modellekkel végzett vizsgalatokban arra is kerestiik a valaszt, hogy a
kiilonb6zé EDC hatasti (CIB) anyagok pszicho-neuro-endokrin- rendszerre gyakorolt hatasa
soran melyek lehetnek az elsé értékelhetd rendszervalaszok. A kronikus expoziciok (in vivo
szubtoxikus — kémiai és/vagy fizikai expoziciok) kovetkeztében esetlegesen kialakuld
gyulladasok ¢és az ezek révén felszabaduld mediatorok a sejt-transzformacioban is szerepet
vallalé kommunikacids markerek esetleges szerepét is vizsgaltuk. Valaszt kivantunk keresni
arra a kérdésre, hogy miként lehetne a daganatok esetén a megfeleld terdpia kivalasztasat
és/vagy a kornyezeti potencial alakuldsanak valtozasait 1, dinamikus modszerekkel kovetni.
Mindezek mellett az adott bioldgiai rendszer alkalmazkodasi potencialjanak fenntartasat
meghataroz6 folyamatiranyok megismerése is célunk volt.
Munkank soran in vivo (Wistar patkanyok szubtoxikus dozisa CIB kezelése; Wistar
patkanyok egészséges ¢€s prolaktinomds hipofizisébdl készitett sejtkultirdk vizsgalata
alacsony extracellularis [Na'] és [K'] szint tiikrében, tiidétumoros betegek sugirkezelés
kapcsan kialakult nyel6cségyulladas vizsgalata, valamint kissejtes tiidétumorban kialakult
hiponatrémia preditiv szerepének vizsgalata) és in vitro (CIB kezelt patkanyok szervmintaibol
illetve human daganatszovetbdl monolayer, primer sejtkultarak, explant kultirak kialakitasa)
vizsgélatokat végeztiink.
Eredményeink:
Az egyedszinti EDC hatasu, de igazoltan szubtoxikus koncentracioban alkalmazott CIB
pszicho-neuro-endokrin- rendszerre gyakorolt hatasainak tanulmanyozasara viselkedés
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vizsgalatokat allitottunk be. Megallapithattuk, hogy sem szignifikans, de még trend jellegii
eltéréseket sem tapasztaltunk a kontroll csoportok kozott, igy az eredmények interpretalasnal
mar nem az 6sszes kontrollcsoport paramétereit, csak az abszolut kontroll /A(K)/ eredményeit
tiintettiik fel. Megallapithatd volt tovabba, hogy a szubtoxikus dozisu (0,1 és 1,0 pg/ts.kg),
kronikus CIB kezelés hatdsara mind az agresszioval, mind a szorongassal Osszefiiggésbe
hozhato viselkedéselemek kifejezOdései erdsodtek. A 90 napos kezelést kdvetden mar minden
viselkedéselem szignifikans eltérést mutatott mindkét doézisban. Azonban az alacsonyabb
dozistt expoziciok hatisa még a 60 napos kezelési periodusban nem igazolt a
viselkedésmintdzatban szignifikans eltérést. Ez az eredmény azt sugallja, hogy 0,1 pg/ts.kg
expozicios CIB dozis alkalmazasa esetén mar kozelitink a hataskiiszobhoz az agressziv
viselkedés elem kovetése kapcsan. Vizsgalataink alapjan megallapithatd, hogy az alkalmazott,
igazoltan szubtoxikus dézisa CIB kivalthat olyan, a forrdsok megszerzésére iranyulod
hatranyos magatartdsmintazatot, ami tovabb erdsitheti a még strukturdlisan (bioldgiai
organizmusszervezeti rendszerében) nem fixalodott CIB okozta hatas-eltéréseket. Tovabbi
fontos megéllapitasunk, hogy a CIB expozicidk révén kapott eredmények a halogénezett
szénhidrogének hatasaival kapcsolatban hozott tarsadalmi intézkedések 4atgondolédsat is
indokoljak.

Amikor a mesterséges ionizald sugdrzast a sugarterapia soran alkalmazzuk, akkor annak
apoptozist indukald hatasa nemcsak a besugarazni kivant célteriileten jelentkezik. Ilyenkor
tehat detektalhatoan, szubtoxikus dozist ionizal6 sugarhatas kovetkezik be a targetvolumenen
kiviil esd szervekben. A tiidokarcindmak célzott sugarkezelése kapcsan a nem célzott
nyeldceso teriileten kialakuld hatasok kovetésére nyilt lehetdség, amelyekkel a gyulladédsos
folyamatok kivaltasanak biztositdsa mellett annak sulyossagi fokozatait is kovethettiik.
Megallapitottuk, hogy a nyel6cs6é sugarhatassal kivaltott elvaltozasai és a dozis-volumen
paraméterek kozott Gsszefiiggés van.

A kronikus gyulladasos folyamatok eldrehaladt allapotban sokszor alakulnak tumorra, amely
mar a teljes rendszerviselkedés atalakuldsat jelzi. Munkénk soran kerestiik azokat a
genomialis markereket, amelyekkel a vazolt igen hossz struktura, majd rendszerciklus
valtozasi folyamat kovethet6. A BCL2 ¢és MDRI1 expresszid mennyiségi kovetése -
természetesen egyéb markerekkel egylitt, melyek jelenlegi vizsgalataink targyai — lehetéséget
nyujt a strukturélis zavarok ¢és az allapotciklusok valtozasinak tanulméanyozésara.

A dolgozatban mar igazoltan kivalasztott BCL2 és MDRI1 altalanos kovetési paraméterek
mellett a terapiat is segité egyéb specifikus markereket is meghataroztunk. A PEHE tumor
esetében in vitro modelleken végzett kiilonféle tumor-kezelésben alkalmazott 4gensek hatasait
tanulmanyoztuk (pl. vinorelbine; carboplatin; docetaxel; paclitaxel) a leghatékonyabb terapias
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lehetdség kivalasztasa céljabol. Az alkalmazott in vitro modellvizsgalat lehet6séget biztositott
a tartds, tobb generacios sejtkulturakon zajlo dinamikus sejtviselkedések tanulmanyozasara is.
Korabbi kutatasainkbol plazmid-torlé hatasarél ismert promethazint is bevontuk
vizsgalatainkba. Eredményeink szerint a promethazin jelenlétében még hatékonyabban
sikeriilt a PEHE kultardk, - altalunk kivalasztott taxan (paclitaxel) jelenlétében -
ennek megfelelden lehetett kialakitani, amit igazolt annak eredményessége. Az in Vvivo terapia
hatasat is kovettiik Gjabb mintavételekbdl szarmaz6é modellek kialakitasaval. Igazolodott a
promethazin MDR1-t gatlo hatasa, hiszen in vitro tovabbkezelés TXT jelenlétében
szignifikdnsan csokkentette a sejtproliferaciot. Az in vivo zajlé tumoros allapotok kovetésére
€s a terapias célzottsag tekintetében hatékonyabb beavatkozasok kialakitdsara jelen
vizsgalatok szerint a dinamikus in vitro modellek alkalmazasa igen megfelelonek tekintheto,
és ezaltal tarsadalmi szempontbol sem Iényegtelen, hogy eredményeink kozvetlen
hasznosulhatnak az egészségiigyi ellatasban.
Az egészségiigyi ellatas terapids protokolljainak hatékonysdg fokozasa mellett, az adott
betegségek (pl. kissejtes tiidokarcindma) progndzisanak pontosabb megismerése is célunk
volt. Kutatasi adataink igazoltdk, hogy az extracelluldris hiponatrémia- vagy hipokalémia
megvaltoztatja az egészséges €s tumoros sejtek exocitotikus aktivitdsat. Azt is bizonyitotta
kutatasunk, hogy a normal és tumoros sejtek hormon-elvalasztasi kinetikaja eltérd
karakterisztikdkat mutat, melyekben a dekompenzéaltsaig minden esetben a tumoros
sejtkultiraknal volt kifejezettebb. Ebben a kontextusban a sejt, mint rendszer és kornyezete,
mint a rendszer feltétele, - azaz vonzasi tartomanya - egylittesen hatarozza meg azt az aktudlis
mintdzatot, amivel a sejt ¢l6 komplexitasat fenntartja. A megvaltozott allapotciklust mutato
sejtek tumoros struktirat és folyamatrendszert mutatnak. Jelen tuddsunk szerint ez még csak
progndzisok meghatirozasat teszi lehetdvé, de a terdpids szempontok okan ez is nagyon
jelentds. Az in vitro elvégzett kutatasi protokollok, melyek a sejtek lokalis kdrnyezetének és a
sejtfunkciok kozotti kapcsolatokat vizsgalta, szoros Osszefiiggéseket tapasztaltunk. Ezt az
Osszefliggést ismerve kerestiik tumoros betegnél a hiponatrémiat, és ha jelen volt, vizsgaltuk,
hogy van e talélési prediktiv marker jelentésége. Eredményeink szerint az ionmilié tovabbi
konzekvens vizsgélata tehat indokolt a tumoros betegségekben.
Uj eredményeink:

1. A kornyezet alkalmazkodasi potencidal meghatarozasara iranyulo

rendszerdsszefiiggések tanulményozasara alkalmas modellrendszerek keriiltek

kialakitasra.
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Szubtoxikus dozisu kémiai kornyezeti agens (CIB) viselkedési elemek (szorongas,
agresszi®) zavarat kivaltd hatdsa igazolodott. Tovabbd ennek, a kdrnyezeti
alkalmazkodasi potenciadl szempontjabol meghatarozhatd jelentésége bemutatdsra
keriilt.

Igazoltta valt a fizikai (mesterséges ionizald sugarzas terapias dozisban: 45-71 Gy)
expoziciok altal kivaltott kis zavarok kovetési modszerének alkalmazhatosaga,
koherensen a strukturalis zavar markereivel: BCL2, MDRI1.

Két, eltérd allapotciklus kovetésére alkalmas dinamikus diagnosztikus és terapia
megalapozd modszer keriilt kialakitasra a PEHE kapcsan munkankban. Ebben a
megvaltozott allapotciklust mutatd tumor-sejtek viselkedését a nyomjelzd faktorok
szempontjabol (pl. az MDRI tekintetében is) a tumor-progresszidra vonatkoztatva
vizsgaltuk.

A tumoros és egészséges sejtek sejtciklusai (attraktorai; Adh és PRLoma) a
kornyezetiik vagy feltételeik (vonzasi tartomany) moddosuldsai (extracellularis
ionkoncentraciok csokkenése) révén komplexitdsukban mutattak igazoltan eltérést.
Ezek a tumoros kultarak sejtjei dekompenzalt karakterisztikakat jelenitettek meg mind
az ACTH, mind a PRL elvalasztasban.

Az Adh és PRLoma attraktorok modelljeinek tanulmanyozaséaval nyert eredményeket
extrapolaltuk human esetekre. Rendszerbiologiai megkozelités szerint hipotézisiink
igazolodott: miszerint csak a vonzasi tartomany szerinti extrapolacio lehetséges még
jelen ismeretink birtokaban. Tovabba konkrét kutatassal igazoltuk, hogy az elszigetelt
és kisméretli rendszerelem-valtozasok (sejt) hatasait az egyre magasabb szinten
szervezett rendszer (pl. organizmus) képes kompenzalni, harmonizalni, a szétterjedt és

nagyméretll valtozasok esetében viszont nem.
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Summary

Homeostasis is the complex balance of living systems, which insures that the life phenomena
of a given biological system take place in a continuous and optimized manner. In order to
insure the stability of the internal environment, living systems adapt to the constantly
changing external environment. Changes in the environmental conditions (eg physical:
electromagnetic and ionizing radiation; chemical: endocrine disrupting environmental
chemicals) cause a change in the environmental potential even at sub-toxic doses, which force
the living organism to create a chain of reactions; the first identifiable form of these is the
modification and/or change of the behavior pattern, depending on the complexity of the
individual. The social behavior (eg aggression, anxiety) of humans and the animal world may
be herded from the healthy, homeostatic balance range to the socially unfavorably adapting, ie
negative range. As a consequence of the changes in environmental conditions, inflammatory
lesions and processes may develop; should the exposition become chronic, they may turn into
pathological cell transformations.
The treatment of an enormous problem of society, tumors, which develop as a result of the
environmental adaptation potential loss, concentrates on the destruction of tumor cells, it does
not place emphasis on addressing the possible environmental factors, which may represent the
cause. Most significant of the root causes are those which induce cell proliferation by creating
a disturbance in the inner homeostatic balance - eg EDC, which are present in our
environment in natural (eg taxanes) and synthetic (eg chlorobenzenes) forms. These natural
agents are suitable models of the environmental load processes. Some of these substances are
known to inhibit cell proliferation, thus possess an antitumor effect (taxanes).
Physical energy forms, which determine evolution, may come from natural or artificial (eg
electromagnetic radiation) sources. Radiation effect is characterized by dose, its following is
well known and documented in medicine, as a part of treatment. lonizing radiations force
proliferating cells to take the apoptotic route (depending on dose and time period), thus
enough accurate data is accessible on the effects on targeted, as well as non-targeted cells and
tissues from therapeutic practice.
Hungary leads the cancer mortality statistics, therefore, the research of certain novel
biological adaptation methods could be of particular importance. These may be such cell
proliferation problems as new, rare tumorous diseases, eg PEHE. Since it is beneficial for the
therapy of PEHE disease to follow the environmental adaptation potential, it is useful to find
and follow markers which are not only more effective in their therapeutic efficiency, but also
bring us closer to the exploration of the general biological mechanisms.
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Our research strategy was to follow proven healthy states and their changes (transformations)
via development of tumors in such a way that it is possible to find characteristic markers for
the state changes (alterations of trajectory) of the processes taking place; furthermore, we
attempted to explore the cause and effect relationship between condition modification and
system changes.
In the present work we wished to realize the examination of biological systems in a model,
and characterize them according to their biological significance. In addition to choosing an
exposition, creating and standardizing adequate research and investigation models (in vivo
and in vitro), and studying patient test results were also important tasks.
In the work with the created study models we also looked for the answer to the question of
which could be the first relevant system responses of the psycho-neuro-endocrine system to
the different EDC (CIB). As a result of chronic exposition (in vivo sub-toxic - chemical and/or
physical expositions), inflammation can develop and the possible role of the released
mediators (communication markers) in cell transformation was investigated. We wished to
find the answer to how could choosing the appropriate cancer treatment and/or the changes of
the environmental potential be followed by new, dynamic methods. In addition, exploring the
process directions responsible for sustaining the adaptation potential of the given biological
system was also our aim.
During our work, in vivo (treatment of Wistar rats with sub-toxic doses of CIB; inspection of
cell cultures made from the healthy and prolactinomic hypophyses of Wistar rats with the
emphasis on extracellular [Na'] and [K'], investigation of esophagitis in lung cancer patients
receiving radiation therapy, and the investigation of the predictive role of hyponatraemia in
small-cell lung cancer patients) and in vitro (making monolayer, primary cell cultures, and
explant cultures from the organ samples of CIB treated rats and human tumor tissue)
experiments were carried out.
Results:
Behavior studies were set up to investigate the effects of proven sub-toxic concentrations of
CIB, which has an EDC effect at the level the individual on the psycho-neuro-endocrine
system. It was determined that there are no significant, or even trend-like deviations between
the control groups, therefore, only the results of the absolute control group (A /K/) were listed
when interpreting further results. It could also be determined that as a result of chronic CIB
treatment at a sub-toxic dose (0.1 and 1.0 pg/bwkg) behavior elements connected to
aggression or anxiety intensified. After the 90-day treatment every behavior element showed a
significant deviation at both doses. However, the effects of the lower dose exposition did not
present the described significant deviation even in the 60-day treatment period in every
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investigated behavior pattern. This result leads one to believe that 0.1 pg/bwkg CIB
exposition approaches the effect threshold for aggressive behavior. Thus it can be said that the
applied, proven sub-toxic CIB dose can trigger an unfavorable behavior pattern, which may
further intensify the structurally (in its organism system) unfixed effect deviations caused by
CIB. A further important finding is that the results gained by CIB expositions justify the
reconsideration of social measures relating to the effects of halogenated hydrocarbons.
When artificial ionizing radiation is used in the course of radiation therapy, its apoptosis
inducing effect is calculated for the target area. However, radiation also affects areas which
are not targeted during therapy; this is when sub-toxic dose ionizing radiation can be detected.
When targeted radiation therapy is used for the treatment of lung cancers, effects can also be
found and followed in the untargeted esophagus; this way, in addition to insuring the
triggering of inflammatory processes, their progression could also be followed. An
association was found between the irregularities of the esophagus caused by radiation effect,
and the dose-volume parameters.
Advanced stage chronic inflammatory processes often transform into a tumor, which signals
the restructuring of the whole system behavior. In the present study we searched for those
genomic markers which enable one to follow the described, rather long structure and the
system cycle changing process. The quantitative follow-up of BCL2 and MDR1 expression -
along with other markers, which are the subjects of our ongoing studies - makes it possible to
study the structural disorders and the state cycle changes.
In addition to the chosen BCL2 and MDR1 general follow-up parameters, other specific
markers which help therapy, have also been determined. In the case of the PEHE tumor the
effects of various cancer treatment agents (eg vinorelbine; carboplatin; docetaxel; paclitaxel)
were studied in in vitro models for the sake of finding a definite therapy. The applied in vitro
model study provided an opportunity to study dynamic cell behaviors on multigenerational
cell cultures.
Promethazine, known from our earlier studies for its anti-plasmid effect, was also investigated
in the present study. According to our results, the significantly decreased cell proliferation of
PEHE cultures - in the presence of a chosen taxane (paclitaxel) - was further hindered with
promethazine. The therapeutic scheme could be created accordingly, and was justified by its
efficiency. The effects of the in vivo therapy were also followed by models created from
newly acquired samples. The MDRL1 inhibiting effect of promethazine was confirmed, as
further in vitro treatment in the presence of docetaxel (TXT) significantly decreased cell
proliferation. According to the present study, to follow in vivo tumorous states and to create a
more efficiently targeted intervention, the application of dynamic in vitro models seems a
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valuable option, therefore, the fact that our results can be of direct benefit for health care, is
important for our society as well.

Apart from increasing the effeciency of health care therapy protocols, it was also our
objective to explore more accurately the prognosis of certain diseases (eg small-cell lung
cancer). Our research data proved that extracellular hyponatraemia or hypokalaemia modifies
the exocytotic activity of both healthy and tumorous cells. It also confirmed that the hormone
secrection kinetics of normal and cancerous cells shows variation, and decompensation is
more marked in tumorous cell cultures in every case. In this context the cell, as a system, and
its environment, as the condition of the system (ie its domain of attraction) collectively
determine the current pattern, with which the cell sustains its complexity. Cells showing a
modified state cycle exhibit a tumorous structure and process system. According to our
present knowledge, this only enables one to make prognoses; however, this, too, is significant
for treatment. The protocols carried out in vitro examining the relationship between the local
environment of cells and the cell functions, a strong association was found. We looked for
hyponatraemia in cancer patients knowing this relationship, and if it was present, its
suitability as a survival prediction marker was explored. As reported by our results, further
consequent investigation of the ionic milieu in cancer patients is warranted.

New findings:

1 Model systems suitable for the study of system associations defining environmental
adaptation potential have been created.

2 The behavior (anxiety, aggression) disrupting effect of sub-toxic doses of a chemical
environmental agent (CIB) has been confirmed. Furthermore, the significance of this
effect from the perspective of the environmental adaptation potential has been shown.

3 The applicability of a follow-up method for minute disturbances caused by physical
(artificial ionizing radiation in therapeutic doses: 45-71 Gy) exposition, coherently
with the markers (BCL2, MDR1) of the structural disorder, has been confirmed.

4 Two methods supporting dynamic diagnosis and choice of therapy for PEHE have
been created for the following of different state cycles. The dynamic behavior of
tumor cells showing a modified state cycle in tumor progression has been investigated
from the signal marker (eg MDR1) point of view.

5 As aresult of the modification (a decrease in the extracellular ion concentration) of the
environment or conditions (attraction domains) of tumorous and healthy cell cycles
(attractors; Adh and PRLoma), they show differences in their complexity. The

tumorous cultures are decompensated both in ACTH and PRL secretion.
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6 Results gained by the investigation of the models of Adh and PRLoma attractors were
extrapolated to human cases. Our hypothesis was confirmed according to the system
biological approach: only the attraction domain extrapolation is possible at this time.
Furthermore, it has been proven that the effects of changes of the isolated and small
system elements (cell) can be compensated for, harmonized by the highly organized
system (eg organism), but those of expansive and large system element changes

cannot.
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Melléklet javitashoz
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7.A abra. A mitotikus orsora hato gyogyszerek hatasmodja [38]
(R. Wessely, A. Schomig, A. Kastrati, Sirolimus and Paclitaxel on Polymer-Based Drug-Eluting Stents
Similar But Different. J Am Coll Cardiol 47(4):708-714 (2006) abra modositasaval)
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Az In vitro allatkisérletes protokoll bemutatasa
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Az In vitro human szévetminta vizsgalati protokolljanak bemutatasa
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