ZAROBESZAMOLO

1. Az UV fény molekuliris hatismechanizmusanak vizsgalata, a COP1 szerepének
megallapitiasa az UV fény hatasaban (in vitro vizsgalatok, molekularis szint)

Célkitlizéstink volt a COP1 gén szerepének tisztazdsa az UV fény altal indukalt
folyamatokban keratinocitdkban. Human sejtkulturdk kiilonb6zé hullamhossza UV irradiacid
utani génexpresszios mintazat valtozasa arra engedett kdvetkeztetni, hogy az UVB indukalja a
legszélesebb génexpresszid valtozast, illetve az UVB besugarzas hatasara megfigyelhetd a
p53 overexpresszidja bizonyos sejttipusokban, ezért az UVB fényt alkalmaztuk tovabbi
vizsgalataink soran. A bevezetd kisérletek soran normal keratinocitdkban vizsgaltuk a COP1
¢és p53 RNS ¢és fehérje szintjét stresszmentes koriilmények kozott, valamint UVB besugarzas
hatasara. Az UVB-indukcié a COP1 RNS és fehérje csokkenését valtotta ki, mig a p53
expresszidja a mar korabban is ismert moédon mind RNS, mind fehérje szinten nétt.

Ezek utan olyan transzgénikus sejtvonalakat hoztunk létre, amelyekben a COP1 gén
csendesitve volt. A csendesitéshez kétféle konstrukciot terveztiink, melyeket az SV40
vektorok csaladjaba tartoz6 pSUPER vektorba klonoztuk, kontrollként az iires vektort
hasznaltuk. A konstrukciok keratinocitdkba juttatdsdhoz nukleofekciot alkalmaztunk, mivel a
hagyomanyos transzfekciés modszerek (JET PEI, FuGene) primer keratinocitak esetében
kevésbé bizonyultak effektivnek az eldzetes kisérletek alapjan. A két alkalmazott COPI1-
csendesité konstrukcio koziil a transzfekcid utdn csak az egyik konstrukciot tartalmazo
keratinocita vonalban detektaltunk COP1 szint csokkenést mind RNS, mind fehérje szinten az
iires vektort tartalmazo sejtekhez viszonyitva, igy a tovabbiakban csak ezzel a sejtcsoporttal
dolgoztunk. Ezen sejtcsoportokban a p53 fehérje szintje magasabb volt, mint a kontroll
sejtekben (1. abra).
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A munka mésodik fazisdban a nukleofektalt keratinocitdk UVB fénnyel torténd
besugarazasat végeztiik. A sejteket emelked6 dozisu (10, 20, 40, 60 mJ/cm2) UVB fénnyel
irradialtuk. A besugarazés utan izolalt mintdkban a COP1-csendesitett sejtekben a COP1 RNS
¢s fehérje tovabbi csokkenését észleltilk, mig a p53 fehérje a dozissal parhuzamosan nott.
Vizsgélataink alapjan kijelenthetjiik, hogy a COP1 hidnyaban a p53 fehérje szintje megnd,
ami a COP1 p53 regulalo szerepét valdsziniisiti keratinocitakban is. Mivel UVB besugarazas
hatdsara a p53 fehérje tovabbi novekedését tudtuk eldidézni, ez feltehetden megndveli a
keratinocitak apoptotikus hajlamat, azonban ennek tisztdzasara tovabbi vizsgalatok
szlikségesek.

Szintén kitlizott cél volt a COPI1 lentiviralis csendesitése keratinocitdkban. A PTE
Immunolégiai és Biotechnoldgiai Intézetével kozds kooperacioban bicasette lentiviralis
vektor eldallitasa tortént, mely kétféle vektort jelentett, egy HIV vektort: EF1-GFP / H1-



COPI1 shRNA, mely a csendesit6 kontsrukciot tartalmazta, valamint egy kontroll vektort: HIV
vektor EF1-GFP. A k6z6s munka soran az elsd fazisban az EF1-GFP / HI-COP1 shRNA
plazmid létrehozasa és a lentivirdlis vektorok termelését végeztiik, a termelt lentiviralis
vektorok magas titerrel €s teljes biologiai funkcionalitdssal rendelkeztek. A masodik fazisban
human primer keratinocitdk transzfekcidja tortént, valamint egy izben HaCaT sejtek
transzfekciodja is. A transzfekcid hatékonysagét 2-3 nappal a transzfekcio utdn vizsgaltuk, ez
alapjan megallapithat6 volt, hogy a sikeresen transzfektalt sejtekben a konstrukciot tartalmazé
keratinocitak aranya 50-60% koriil volt primer keratinocitdk esetében, mig HaCaT sejteknél
ezt nem sikeriilt 1% f6l¢ novelni. A késObbiekben a tenyésztés soran a konstrukciot
tartalmazd keratinocitdk ardnyat sem tudtuk novelni, a transzfektalt sejtek nagyon csekély
osztodasi potencialt mutattak, az RNS ¢és fehérjeszintii vizsgalatokhoz sziikséges mennyiségii
sejt nem allt rendelkezésiinkre.

A tovabbiakban két alapvetd célt tliztliink ki. Egyik feladatunk a COP1 detektélasa volt
normal humén bdrbdl vett szovetmintdkon, valamint ezzel parhuzamosan differenciéltatott
keratinocitakban. A normal human borbdl vett mintakat mind immunhisztokémiai, mind
immunfluoreszcens festéssel is vizsgaltuk. Ezek alapjan megallapitottuk, hogy a COP1
fehérje jelentds mennyiségben kifejezddik az emberi bérben, elsdsorban a bazélis sejtrétegben
¢s a granuldris rétegben, a festddés mindkét rétegben nagyrészt citoplazmikus. Ezt kdvetden
vizsgaltuk a COP1 fehérje kifejez6dését UVB-besugarazott human bdérben. Ezen
kisérletekhez 308 nm-es excimer lézert alkalmaztunk, besugarzasoz a minimalis erythema
dozis kétszeresét alkalmaztuk, és a besugarazast kovetdéen 24 és 48 oraval vettik le a
mintakat. Mind az immunhisztokémiai, mind az immunfluoreszcens metszeteken
megallapithatd volt, hogy a COPI1 szintje az UVB fény hatdsara a bazalis és a granularis
rétegben is jelentdsen csokken, és ez a csokkenés mar a 24 6rds mintakban is jol lathato a
kontroll besugarazatlan mintdhoz képest, azonban a 48 Oras mintdkban valik igazén
kifejezetté (2. abra).
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A human boér modellezéséhez differencialtatott sejtvonalat hasznaltunk, és ezekben a
kiilonbozé mértékli differencidciot mutatd sejtekben detektaltuk a COP1 mRNS és fehérje
szintjét. A differenciacio kontrolljahoz az involucrin fehérjét valasztottuk, melynek szintje a
differencidcioval parhuzamosan ndvekszik, a 8 és 10 napos mintakban mar extrém magas
szintet mutat. Eredményeink a mind a COP1 mRNS, mind a COP1 fehérje fokozatos
csOkkenését mutattak a differencidci6 eldrehaladtaval.

Masik f6 célunk a COP1 fehérjével kapcsolatban allo, és az UVB altal kivaltott sejten
beliili mechanizmusokban résztvevo fehérjék feltérképezése volt. Ezen beliil kiilon hangstlyt
fektettiink az aryl-hydrocarbon receptor altal medialt itvonalakra, ezen belil a COX2 és
CYPIA1 fehérjére. A COPI1 fehérjével esetleg kapcsolatban 4llo, az UVB jelatvitelben
résztvevo fehérjék koziil a COX2 és CYP1A1 valtozasat detektaltuk mRNS ¢€s fehérje szinten.
A COX2 ¢és CYPIA1 mRNS expresszidja tobbszordsére né UVB besugarazast kovetéen rovid
id6n beliil, a kifejezodésiik 9 és 12 ora kozott éri el a maximumat, ezutan csokkenni kezd.
Mindkét fehérje jelentés mértékben indukalodik UVB hatdsara, amely hasonléan az mRNS
valtozasahoz rovid idon beliil bekovetkezik, 12 6ranal éri el a maximumat mindkét esetben,
azonban a CYP1Al ezutan rapidan csokkenni kezd, mig a COX2 szintje még a 24 0ras
mintadkban is magasabb. A fenti fehérjék szdveti szintli detektidlasa sordan a CYPIAl
festddését nem sikeriilt kivitelezniink human bdérben, azonban a COX2 festddése jol
lokalizalhat6 volt immunhisztokémidval a suprabasalis rétegekben, ezen ¢észlelésiink
egybevag a kordbban lek6zolt irodalmi adatokkal.

A tobb évet ativeld vizsgalataink Osszesitéseként megallapithatjuk, hogy a COPI1 az
UVB jelatviteli Gt része human keratinocitakban, a keratinocitak differenciacios-proliferacios
allapota befolyassal van a fehérje szintjére. A fentiek alapjan terveink kozott szerepel a COP1
detektalasa kiilonbozé hameredetii tumorokban, melyek kialakulasdban az UVB-irradiacionak
¢s a sejtek differencidcids-proliferacids zavaranak is fontos szerepe van.

2. Az UV fény immunoldgiai hatasanak vizsgalata (szoveti szint)

2.1. UV irradiacio hatasanak vizsgialata a bér és a nyalkahartya gyulladasos
megbetegedéseiben (psoriasis, rhinitis allergica)

Az UVB fény jol ismerten hatékony a pikkelysomor kezelésében. Korabbi
vizsgalataink soran igazoltuk, hogy a 308 nm xenon chlorid excimer lézer kiilondsen
elénydsen alkalmazhaté nem nagy kiterjedésti plakkos psoriasis kezelésére. Az excimer
1ézerrel végzett kezelést ma mar a psoriasis kezelésérdl szold szakmai protokollok is
tartalmazzdk. A technoldgia fejlédése azonban Ilehetévé tette egy 313 nm + 3 nm
hullamhosszisagon emittdlo fényterapias késziilék kifejlesztését, melynek klinikai
hatékonysagat vizsgaltuk. Eredményeink szerint az UVB-LED kezelés hatékonyan csokkenti
a betegek klinikai tiineteit, és ez a technoldgia egy 0j utat nyithat psoriasisos betegek
kezelésében (Kemény ¢és mtsai, Br J Dermatol, 2010). Eredményeink szerint human
keratinocitakban az ABCC4 és az ABCG2 transzporterek keratinocitadkban sejtproliferacio
fliggben kifejezédnek (Bebes ¢s mtsai, Arch Derm Res, 2012), és az ABCG2 gatlasaval a
fotodinamias terapia hatékonysaga novelheté (Bebes és mtsai, J Photochem Photobiol B:
Biol, 2011).

A kiilonb6z6 hullamhosszasagu UV fény (BB-UVB, NB-UVB, 308 nm excimer 1ézer)
apoptézist indukald és DNS karosodast indukald hatdsat biotechnologiai uton eldallitott,
mesterséges boron ¢és léguti hamon (EpiDerm ¢és EpiAirway szoveten) vizsgaltuk.
Eredményeink szerint a bor ¢és a léguti ham UV vélasza nem kiilonbozik egymastol, hasonlo
DNS karosodas alakul ki és a repair mechanizmusok dinamikdja is megegyezik a két hdmban



(Mitchell és mtsai, J Cell Mol Med. 2010). A nazalis nyalkahartya NB-UVB fénnyel torténé
besugarzasa a mélyebben elhelyezkedd sejtekben nagyobb mértékii apoptozist okoz, mint a
BB-UVB fény. Vizsgélati eredményeink szerint az UV fény altal kivaltott pS3 expresszio
fokozodas egy endocannabinoid, a palmitoiletanolamin (PEA) el6kezeléssel mérsékelhetd.

Humén klinikai vizsgalatainkban korabban megmutattuk, hogy az intranazalis
fototerapia (rhinofototerapia) hatékonyan csdkkenti az allergias rhinitisben szenvedd betegek
tiineteit (Koreck ¢s mtsai, JACI, 2005). Jelen kutatds soran megallapitottuk, hogy a
rhinophototherdpia a fexofenadine hidrokloridnal hatékonyabban csdkkenti szezondlis rhinitis
allergicaban szenvedd betegek klinikai tiineteit (Garaczi ¢és mtsai, Photochemistry and
Photobiology, 2011). Megallapitottuk azt is, hogy a FOXP3 rs3761548 polimorfizmusa egy
protektiv genetikai faktor a rhinitis allergica kialakulasa szempontjabol (Fodor és mtsai,
Human Immunol, 2011).

Az UV fény immunologiai hatdsait allergids rhinitisben szenvedd betegek
orrnyalkahdrtya mintaiban vizsgaltuk. A betegektdl rhinofototerapia (a fototerapia spektruma:
UVA+ UVB+ lathato fény) el6étt valamint 2 hetes kezelés utdn az orrnyalkahartyabol
kaparékot vettiink rhinoprobe segitségével. A kezelések hatdsidra bekovetkezd génszintii
citokin valtozasokat real-time PCR segitségével vizsgaltuk, melyeket a kovetkezo
primerekkel végeztiik el: 18S (belsé kontroll), IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, GM-CSF. Az
orrnyalkahdrtya mintakban mérhetd citokin szintek a fototerapia megkezdése el6tt is igen
nagy variabilitast mutattak az egyes betegek kozott. Eredményeink szerint nem taldltunk
szignifikans valtozast egyik vizsgalt citokin esetén sem 2 hetes rhinofototerapias kezelést
kovetden. A rhinophototherapia intranasalis polipokra kifejtett hatasat in vivo é€s in vitro is
vizsgaltuk. Eredményeink szerint az NB-UVB kezelés szignifikdnsan javitja az intranasalis
poliposisban szenvedd betegek klinikai tiineteit (Bella és mtsai, J Photochem Photobiol B:
Biol, 2010). Mitét soran eltavolitott polipok ex vivo UVB irradialasa arra utal, hogy az UVB
fény apoptosist indukal az epithelsejtekben, ¢és a polipokban 1évé gyulladasos sejtekben
(Zsiros és mtsai, Allergy /suppl/ abstract 2010).

2.2. UV irradiacio hatasanak vizsgalata az allergén altal Kkivaltott specifikus
immuntoleranciara

A munkénk soran a sublingualis immunterapia (SLIT) és sublingualisan alkalmazott
fényterapia kombinalt hatasat (Foto-SIT) hasonlitottuk 0ssze a sublingualis immunterapia
hatékonysagaval allergias rhinitisben szenvedd betegek esetén. A vizsgdlatunkba 2007
tavaszan Osszesen 20, 18-50 év kozotti rhinitis allergicdban szenvedd, igazoltan parlagfii
allergias beteget vontunk be. A bevalasztott betegeket 2 kezelési csoportba randomizaltuk, az
egyik csoport (Foto-SIT csoport) SLIT immunterapidban (Pangramin SLIT®, ragweed, Alk-
Abello) és kombinalt sublingualis fototerapiaban (Rhinolight®) részesiilt. A kontroll csoport
(SIT csoport) a SLIT immunterapia mellett sublingualis placebo fénykezelést (hatékony
fényspektrumot nem tartalmazo, tgynevezett ,sham” fénykezelést) kapott. A parlagfi
viragzasa idején 2007. augusztus-szeptember ¢s 2008. augusztus-szeptember honapokban a
betegek sem SLIT immunterapidt sem sublingualis fényterapiat nem kaptak. Ezen
id6szakokban az allergias tlinetek értékelése betegnaplo kitdltésével tortént. Az esetlegesen
jelentkezé mellékhatasokat a betegek a naploban leirtdk, valamint a vizsgalatban résztvevo
orvosok ezeket értékelték ¢s a betegek adatlapjaban rogzitették.

A vizsgalatba bevont 20 beteg koziil 5 beteget zartunk ki. Az els§ beteget a
protokolltol vald eltérés miatt (nem megengedett gyogyszer bevétele), a masodikat tavaszi
fiivek, valamint gabona pollen virdgzasa okozta kifejezett szénanathds panaszok miatt, a
harmadik beteget fogaszati kezelések miatt, a negyedik beteget terhesség miatt zartuk ki a
vizsgélatbol. Egy beteget tartos kiilfoldi tavollét miatt zartunk ki a tovabbi vizsgalatbol. A



sublingualis fototerapia a betegek mindegyike szdmara jol toleralhatd volt, a kezelésekkel
Osszefiiggd mellékhatas nem jelentkezett.

Az immunterapia hatékonysaganak monitorozasa, valamint a szabalyozé Treg sejtek
vizsgalata céljabol minden betegtdl a parlagfii szezon kdzben 2007-ben és 2008-ban egy-egy
alkalommal vérmintékat vettiink, melyekbdl fehérvérsejteket izolaltunk. A sejteket 72 oraig
parlagfli (ambrosia) antigénnel (Amb a 1.3, Biomay AG, Austria) aktivaltuk, majd a
feliiluszokat -20°C-ra lefagyasztva taroltuk. Az aktivalt lymphocytak feliiluszdjabol a kiilonbdzd
citokinek fehérjeszintli meghatarozasat ELISA modszerrel végeztiik.

A betegek klinikai tiineteinek a mérése 4 héten keresztiil betegnaplé segitségével tortént,
melyben minden nap az esti 6rdkban kellett a tiinetek erdsségét, valamint a megengedett
gyogyszer bevételét feljegyezni. A mért paraméterek a kovetkezok voltak: tiisszogés, orrfolyas,
orrviszketés, orrdugulas, szajpadviszketés és a szemtiinetek. A szénandthara jellemzd nazélis
tiineteket egyiittesen (total nazalis score = TNS) is értékeltikk (orrdugulas, orrfolyas,
orrviszketés és tiisszogeés értékek Osszege). A betegek az egyes tiinetek sulyossagat 0-5-ig
értékelték (0: nincs tlinete, 5: folyamatosan jelen 1évo, az életmindséget jelentdsen ronto tiinet). A
vizsgalati 1d6 alatt kovettiik a parlagfii pollenszamot, mely ez id6 alatt folyamatosan a hatarérték
tobbszordse volt a Dél-alfoldi régioban. Az adatok statisztikai kiértékeléséhez Repeated Measures
ANOVA analizist hasznaltunk. Az igazoltan parlagfii allergias betegek ebben az elsd szezonban
mindkét csoportban kifejezett szénanathas tiinetekrdl panaszkodtak és a tiinetek intenzitasa egyik
csoportban sem csokkent szignifikansan a parlagfii szezon alatt.

Az immunterapia hatékonysagat in vitro modszerekkel is kovettik. A vérmintakbol
fehérvérsejteket izolaltunk, majd a sejteket parlagfii allergénnel (ambrosia) aktivaltuk. Az aktivalas
végén nyert feliilisz6 mintdkat -20°C-ra lefagyasztva taroltuk. A sejtek egy részét aktivalas
nélkiil, tenyésztésre alkalmas mediumban inkubaltuk 3 napig. Az igy nyert feliilluszokat (nem
aktivalt) kontroll mintaként haszndltuk. A lefagyasztott feliiliszokbdl késébbiekben ELISA
modszer segitségével a kdvetkezo citokinek meghatarozésa tortént: 1L-4, IL-5, IL-10, IFNy és GM-
CSF (Foto-SIT csoport: n=9; kontroll SIT csoport: n=9 minden vizsgalt citokin esetén). A
statisztikai kiértékeléshez kétmintas t probat alkalmaztunk. Az IL-4 citokin szintje nem volt
kimutathat6 aktivalast kovetden sem a Foto-SIT csoportban, sem a kontroll SIT csoportban. Az IL-
5 citokin szintje ambrosia aktivalast kovetden szignifikansan emelkedett a nem aktivalt mintdkhoz
képest mind a Foto-SIT csoportban, mind pedig a kontroll SIT csoportban. Az eredmény jol
mutatja, hogy az in vitro ambrosia aktivalas sikeres volt, ugyanakkor mindkét csoport betegeinél a
szénantathara jellemzd magas IL-5 szinteket talaltuk. Nem volt kimutathaté emelkedés ambrosia
aktivalast kdvetden az IL-10, IFNy valamint a GM-CSF szintekben sem a Foto-SIT csoport sem a
kontroll SIT csoport esetében.

A masodik szezonban (2008. augusztus-szeptember) a betegek klinikai tlineteinek
mérése az elézéekben részletezett mddon tértént. A parlagfii pollenszam figyelembe vételével
ebben a szezonban is 4 héten keresztiil a kértiik a betegektdl a betegnaplok kitoltését.

Eredményeink szerint nem taldltunk szignifikans kiilonbséget a két vizsgalt csoport
kozott a kovetkezd paraméterekben: tiisszogés, orrfolyds, orrviszketés és szemtiinetek
(P>0,05). A SIT csoportban az orrdugulds mértéke szignifikdnsan kisebb volt a Foto-SIT
csoporthoz képest (P<0,05). A szajpadviszketés mértéke a Foto-SIT csoportban volt enyhébb
a kontroll csoporthoz képest (P<0,05). A SIT terdpia mellett a betegek valamivel tobb
megengedett antihisztamint (levocetirizine) szedtek.

Osszefoglalva, a Foto-SIT a betegek szamara jol toleralhaté kezelési modnak
bizonyult. A klinikai vizsgélat soran a kezeléssel Osszefliggésbe hozhatdé mellékhatast nem
tapasztaltunk. Az eredmények azonban azt mutatjak, hogy a sublingudlis fototerdpia nem javitja
szignifikdnsan a sublingualis immunterapia hatékonysagat (Garaczi és mtsai, MAKIT
XXXVII. Kongresszusa, Balatonalmadi 2009).



