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1 Bevezetés

1.1 Balneoldgiai vonatkozasok

A balneologia természetes vizek, peloidok, gazok (tovabbiakban hatotényezok), gyogyitd
célu és szabadidés felhasznalasa. A balneoldgia a mindennapi flirddlizemeltetési
gyakorlaton kiviil magaban foglalja a balneologia eszkdzeinek tudomanyos vizsgalatat.
Ez egyrészt jelenti a kiilonb6z6 hatdtényezok kémiai dsszetételének elemzését, masrészt
a terapia hatdsossaganak a vizsgalatat és a lehetséges hatdsmechanizmusok feltarasat. A
balneologia gazdag torténeti hattérrel rendelkezik, az emberiség dsid6k 6ta kihasznalta a
természeti elemeket €és a jotékony, valamint gyogyitd hatasok feljegyzésre keriiltek. A
gyogyitd természetes elemek felhaszndldsit a mindennapi orvosi gyakorlatban
balneoterapianak hivjuk, mely napjainkban a modern orvoslas szerves része
Magyarorszagon. A kiilonb6zé betegségekre gyakorolt hatasok feljegyzése a
beteganyagon ¢és tudomanyos értékelésiik, valamint kontrolldlt human vizsgalatok
lefolytatasa erds bizonyitékokkal alapozza meg az évezredes megfigyelésen alapuld

tapasztalatokat.

A Dbalneologia a gyakorlati alkalmazason feliil egyben egy multidiszciplinaris
tudomanyag, mely magaba foglalja a geoldgia, a kémia, a fizika, az orvostudomany, a
biologia és szdmos mas tudomanyteriilet ismereteit. A balneoterapia szamos betegség

esetén kiegészitheti a klasszikus kezelési modszereket.

A vizeket altaladban szervetlen Osszetételiik alapjan csoportositjdk pusztan gyakorlati
szempontbol €s megszokasbol — a szervetlen komponensek mindségi €s mennyiségi
analizise évszdzados tudomany, napjainkban a gyakorlati miiszeres elemzés
megvalositasa rutinfeladat. Ezen feliil a vizekben talalhat6 jellemzd szervetlen anionok
¢és kationok darabszamra pér tizes, mennyiségileg ezer milligrammos nagysagrendben
vannak jelen. Elfelejtédik az a tény, hogy a természetes viz a foldkérgen keresztiil
athaladva nem csak szervetlen anyagokkal taldlkozik, hanem szerves anyagok is
bdségesen eléfordulhatnak az Gtjaban. Ezek a szerves anyagok beleoldddhatnak a vizbe
¢s igy jelentds szervesanyag-tartalmu vizek is a rendelkezésiinkre allnak. Felmeriil a
kérdés, hogy milyen szereplik van a gyogyvizben taldlhaté szerves vegyiileteknek a
gyogyvizzel kapcsolatba keriil6 emberi szervezetre, valamint miképp felelések a

lehetséges gyogyitd hatasért?



Varga munkdjaban kiemeli, hogy annak ellenére, hogy az elmult évtizedekben szamtalan
kutatdcsoport foglalkozik a gydgyvizek szerves Osszetételével, a mai napig a gyogyitod
vizeket szervetlen Osszetételilk alapjan csoportositjdk. A Varga-féle szerveshipotézis
Iényege, hogy a gyogyitd hatas elemzésekor ne csak kizardlag az egyszeriibb szervetlen
Osszetételt vegyék figyelembe (példaul kénes, hidrogén-karbonatos, vasas gyogyviz)
hanem a szerves komponenseket is beleértve a gyodgyviz Osszességének a hatasat
kutassak. Munkank soran Szigetvar Gyogyfiirdé gyogyvizét és szervesanyag-kivonatat
vizsgaltuk. Szigetvar teriilete a Délnyugat-Dunantal porézus és hasadékos termal
vizréteghez tartozik, ezen feliil termalkarszt eredetii vizek is megtalalhatdak a kornyéken.
A gyogyfirdo vize 62 °C-os, féleg natrium-kloridos, alkali-hidrogénkarbonatos

Osszetételd.

1.2 A psoriasis megjelenése, kezelése és balneoterapias szupportiv kezelése

A psoriasis egyike azon betegségeknek, ahol a kiegészitd balneoterapia jelentds javulast
eredményez a konvenciondlis terdpia mellett. A psoriasis egy kronikus, immunmedialt
gyulladésos borbetegség. Klinikai megjelenése féleg a konyokokon, térden, fejbdron,
haton megjelend piros, pikkelyes plakkok. A felsorolt leggyakoribb borfelszineken kiviil
a test barmely tajan megjelenhet. A betegség nagyban rontja a beteg életmindségét. A
psoriasist ma mar szisztémas betegségnek tekintjiik. A lokalis tiineteken kiviil pszichés,
metabolikus, mozgasszervi, valamint kardiovaszkuldris  komorbiditdsok is
megjelenhetnek. A betegség barmely ¢€letkorban megjelenhet, gyerekeknél is, de dontd
tobbségében 35 éves €letkor el6tt jelenik meg. A psoriasis koroki tényezdi kozott egyrészt
a genetikai hattér jelenik meg. Kiils6 koroki tényezdk koziil a bér mechanikai irritacioja,
a légszennyezés, kiilonféle gyodgyszerek mellékhatasai, egyes oltasok, fertdzo
betegségek, dohanyzas és alkoholfogyasztas hozhato 6sszefliggésbe a betegség gyakoribb
megjelenésével. Belsd koroki tényezdk a metabolikus szindroma, elhizds, diabetes,

diszlipidémia, hipertenzid, mentalis stressz.

A psoriasis kezelésének alapja a lokdlis kezelés kortikoszteroid-tartalmu
készitményekkel. Betametazon ¢€s kalcipotriol (D-vitamin analdg) hatéanyagok
kombin4ciojat tartalmazo készitményeket alkalmaznak. Az UV-fototerapia alkalmazasa
a biologiai szerek megjelenésével a hattérbe szorult. Masodik 1épcséként kismolekuldju
szisztémas szerek alkalmazasa kozépsulyos/sulyos esetekben a kezelési protokoll részét
képezi. Ide tartozo hatdoanyagok az acitretin, a metotrexat €s a ciklosporin. Ezek mellett

kifejlesztésre kertiltek oralisan alkalmazhatd, intracellularis jelatviteli utvonalakat gatlo



szerek is, mint példaul Janus-kinaz (JAK) gatlok, vagy foszfodiészterdz-4 (PDE-4)
inhibitorok. A legmodernebbnek szamitd bioldgiai terdpia attérést hozott a psoriasis
kezelésében. Biologiai terapias szereket 20 éve torzskonyveztek elészor hazankban. A
jelenleg hasznalt szerek harom lehetséges tdmadaspont egyikére hatnak: TNF-a,

interlekukin-23 (IL-23) vagy IL-17 citokineket blokkoljak.

crer

szintetikus antracén szarmazék, hidroxiantron. Ez a szer napjainkra kiszorult a
mindennapi klinikai gyakorlatbol, azonban tobb helyen még alkalmazzak. A DTH vizben
nem oldodik. Foleg kendcsok, pasztak, krémek formdjaban viszik fel a kezelendd
feliiletre. A DTH {6 hatdasmechanizmusdnak a kovetkezdket tartjak: szabadgyokos
reakciokban valo részvétel, oxigéntartalmt szabadgyokok generdlasa, a kialakult oxidativ
stressz okozta apoptozis a plakk keratinocitaiban. Az erds oxidald hatds okozza a fo
mellékhatasat, a plakk helyén és ép borfeliiletre keriilve irritacidt és gyulladast okoz.
Emellett a vegylilet szine sarga, borfeliileteket, valamint a vele érintkezd targyakat
(ruhdk, fiirddszobai targyak) maradanddan elszinezi. A DTH klinikai alkalmazésat és
hatasmechanizmusanak a feltarasat végigkiséri az a paradigma, miszerint az alkalmazas
soran kialakulo irritacid és eritéma a hatas sziikséges velejaroja. Benezeder ¢és mitsai.
kutatasaikban erds bizonyitékokat talaltak, melyek megdonthetik ezt a paradigmat.
Eredményeik alapjan a DTH-indukalta periléziondlis és 1éziondlis eritéma és az
antipsoriatikus hatas kozott nincs Osszefliggés. Az irritacio €s eritéma pusztan a DTH

mellékhatasa, nem terdpids mechanizmus.

1.3 A balneoterapia lehetséges (molekularis) hatasmechanizmusai

A balneoterapia psoriasisra kifejtett hatasat szamos kutatds vizsgalja. A lehetséges
hatdsmechanizmusok felderitése a jové kutatdsainak a feladata, azonban szédmos
molekularis mechanizmus, foleg az apoptotikus és a gyulladdsos folyamatok terén mar
feltarasra keriilt. A gyogyvizek direkt antioxiddns hatasa, antioxidans rendszerekre valo
hatésa, vagy oxidativ stresszel kapcsolatos biomarkerekre hatasanak vizsgélata szamos

kutatocsoport fokuszéban van.

Az antioxidans hatést altalaban a kénvegyiiletekhez kotik, ami magatdl értetddo szulfidos
gyogyvizek esetén, mivel a kénvegytiletek koziil szdmos, mint példaul a hidrogén-szulfid

részt vesznek redoxireakciokban ¢€s erds antioxidans hatassal birnak. A kérdés felmertil,



hogy alacsony kéntartalmu, vagy kénmentes gyogyvizek esetén nem széamolhatunk

antioxidans hatassal?

Az alapkdzet szerves anyagaival talalkozé vizek oldhatd anyagokat mosnak ki, a sekély
felszin alatti vizek magas koncentracidban tartalmaznak oldott szerves anyagokat.
Ezeknek a koncentracioja akdr a milligrammos nagysagrendet is elérheti, ha az
Osszetételét vizsgaljuk, ezeknek a nagy része humin- és fulvosavakbol all. Ezekbdl az
anyagokbol termokatalitikus, vagy mikroorganizmusok altali kémiai bomlas altal kisebb
molekulaju szerves vegyiiletek, illetve gazok (CO2, szénhidrogének) képzddnek. Ezek a
huminanyagok magasabb homérsékleti hévizekben lebomlanak, azonban a hidegebbek

huminanyagokban dusak.

Psoriasisos betegek szamos gyulladdsos paraméterei eltérnek a normal értékektol.
Psoriasisban szenvedd betegek szérum malondialdehid-szintjeit (MDA) vizsgalva
szignifikdnsan magasabb értékek talalhatdak egészséges egyénekhez képes. Szenczi és
mtsai. egy pilot vizsgalatban 20 psoriasisos beteg szérum mintaiban mérte az MDA-
szinteket a Harkanyi flirdékérhazban. A betegek 3 hetes psoriasis kezelési protokollban
vettek részt, melynek fontos eleme a DTH terapiat kiegészitdé balneoterapia.
Megallapitottak, hogy a Harkany gyogyvizzel balneoterdpidban részesiild betegek plazma
MDA-szintjei szignifikdnsan alacsonyabbak a placebo kontrollhoz képest. Varga és
mtsai. 5 ismert magyarorszagi gyogyvizbol (Héviz, Hajduszoboszlo, Gyoparosfiirdd,
Tiszakécske, Zalakaros) készitettek szervesanyag-izolatumot. Salmonella Ames tesztben
megallapitottak, hogy az izoldtumoknak nincs mutagén hatdsa, azonban az Ames tesztben

vizsgalva UV sugarzas okozta letalitas ellen szignifikans védelmet fejtettek ki.

Gerencsér et al. szdmos gyogyvizbdl késziilt szervesanyag izolatum UV sugarzés elleni
védelmét vizsgélta HaCaT human keratinocita sejtvonalon comet-assay modszerével. A
HaCaT sejtek a comet-assay gélszerkezetben kaptak meg a gyogyviz-izolatum expoziciot
¢s az UV besugarzast. Két gyogyviz izolatum, Kakasszék és Gyoparosfiirdd szignifikans

UV védelmet mutatott bizonyos kisérleti beallitasok mellett.
2 Avizsgdlat célja
A DTH hatésait psoriasisban szamos kutatas vizsgalja sejtkultira modelleken. Mivel a

betegség hatterében a keratinocitak rendellenes viselkedése az egyik {6 koroki tényezd,

immortalizalt human keratinocita sejtvonal (pld. HaCaT) széles korben alkalmazott



modell a DTH-expozicié hatasanak vizsgalatdra. A DTH f6 hatdsmechanizmusanak a
sejtek mitokondriumaiban oxidativ reakciokban vald részvételt, reaktiv oxigén
szabadgyokok keletkezését, ezek hatdsara kialakuldé oxidativ stresszt, majd ennek

hatdsara apoptotikus folyamatok elindulasat tartjak.

A kisérletek soran megéllapitottdk a DTH apoptdzist kivaltd, még nem akut toxikus, de
hatdsos dozistartomanyat, az apoptozis korai €s késéi fazisanak az idobeli lefolyasat,
oxidativ stressz megfigyelésére alkalmas markerek valtozasat, a sejtek oxidativ stresszre
adott molekuléris vélaszait. A szakirodalomban szintén megtalalhatéoak bizonyitékok a
gyogyviz, illetve a gybégyviz komponenseinek hatasaira vonatkozoan. Taldlhatéak
bizonyitékok a balneoterapia psoriasisban kifejtett hatdsara vonatkozdan. A
szakirodalomban azonban — jelen tudasunk szerint - nem taldlhaté bizonyit¢k DTH-
expozicio és egyiittes gydgyviz-expozicio hatdsdnak vonatkozdsdban HaCaT sejtkulturan
vizsgélva. Szintén nem talalhat6 bizonyiték Szigetvar gydgyviz vonatkozasdban DTH-
expozicid kapcsan. Nem talalhaté bizonyiték Szigetvar gyogyviz expozicid hogyan
befolyasol egyes gyulladassal és oxidécios stresszel kapcsolatos markereket. Ezen feliil
nem talalhat6 bizonyiték Szigetvar gyogyviz szervesanyag-izolatumanak (tovabbiakban

1zolatum) hatasara vonatkozoan.

Jelen vizsgalatsorozat célja:

Szigetvar gyogyvizbdl, valamint a beldle késziilt szervesanyag-izolatumbol HaCaT sejtek
szamara toleralhatd tapkozeget készitettiink. Ezeknek a tapkdzegeknek elvégeztiik az
akut toxicitasi vizsgalatait, megallapitva a 3 Oras expozicio alatt a HaCat sejtek
¢letképesség-valtozasat. Modellezve a klinikai gyakorlatban végzett egyszeri DTH-
expozicidt, majd azt kdvetd balneoterapiat a rovid tava kisérletes elrendezésiink 1 ora
DTH-expoziciobdl, majd azt kovetd 3 oOrds Szigetvar gyogyviz vagy szervesanyag-
izolatum expoziciobdl allt. Célunk az volt, hogy ezt a kisérleti protokollt alkalmazva
megvizsgaljuk, hogyan valtozik a sejtekben egyes oxidativ stressz hatasara reagalo
gyulladésos citokinek (TNF-a, IL-6, IL-8) és kemokin (GM-CSF) génexpresszidja. Célul
tiztiik ki megvizsgalni, hogyan valtozik az oxidativ stressz markereként szdmontartott

crcr

kapcsolatba hozott miR-21-expresszioja.



3 Vizsgalati anyag és maddszer

A Szigetvar gyodgyvizmintdk a Szigetvari Gyogyfiirdobol szarmaztak. A Szigetvar
gyogyviz izolatum Varga ¢és mtsai. 1992 évi szabadalman alapuld6 moédszerrel késziilt,
melyet Hanzel is felhasznalt PhD munkdjaban. Az izolatum nem tartalmazza a gyogyviz
asvanyi anyagait, azonban a szervesanyagok nagy részét tartalmazza az eredeti

gyogyvizhez képest 3000x toménységben.

Kisérleteinkhez a Portalés és mtsai. ltal leirt modszert alkalmaztuk, melyben nativ, vagy
higitott gydgyvizhez portaptalajt adtak. Az igy készitett expoziciora alkalmas kdzegek
gyogyviz tartalma sokkal magasabb lehet, mint mas higitdsos modszerek esetén. Az
izolatumot teljes tapkozeggel higitottuk, hogy a kdvetkez6 higitasokat kapjuk: 6x, 12x,
30x, 40x, 60x, 120x, 250x, 300x, 400x, 600x,1500x és 3000x. (A higitds mértéke az
izoldtumra vonatkozik.). Vizsgalatainkat HaCaT immortalizalt huméan keratinocita

sejtvonalon végeztiik.

3.1 XTT sejtéletképesség-teszt

A teszt alapja az XTT tetrazolium sé (2,3-bisz(2-metoxi-4-nitro-5-szulfofenil)-2H-
tetrazolium-5-karboxianilide) mely €16 sejtek mitokondriumaban metabolikusan
redukalodik és egy vizoldékony, szines formazan termék keletkezik. Ezzel direkt mérhetd
a sejt metabolikus aktivitasa, ami korreldl az €16 sejtek szdmaval. A sejteket a 64 lyukt
sejttenyésztd talcaba iiltettilk be. 3 ora inkubalds utan a szinintenzitdst talcaleolvasé
segitségével 450 nm-en ¢és 630 nm-en (hattér) mértiik. A hattérintenzitas
meghatarozasahoz iires taptalajt és iires lyukat is lemértiink. Kontrollként exponalatlan
sejteket mértiink. A méréseket kdzvetleniil a 3 dras expozicios id6 utdn végeztik. A
kontroll) sejtek eredményeit vettem. Minden kisérleti beallitast haromszor ismételtiink

meg.



3.2 Lipidperoxidacié malondialdehid (MDA) assay

A lipidperoxidacié oxidativ karosodas eredményeként kovetkezik be, és kvantitativ
jelzéje az oxidativ stressz mértékének. A tobbszordsen telitetlen lipidek kiilondsen
hajlamosak az oxidativ reakcidkra, jellemzden reaktiv oxigéngyokok altal, amelyek jol
meghatdrozott lancreakcio sordn egy karakteres végterméket, példaul malon-dialdehidet
(MDA) eredményez. Az altalunk hasznalt Sigma-Aldrich Lipid Peroxidation (MDA)
Assay Kit (Sigma-Aldrich, Kat: MAKO085) alkalmas az MDA szintjének meghatarozasara
kiilonbozé mintakbol, beleértve szdveteket, sejteket €s vérplazmat. A reakcio alapja az
MDA ¢és a tiobarbitursav (TBA) reakcioja, amely fotometriaval (532 nm) mérhetd

terméket képez, melynek koncentracidja aranyos a minta MDA -szintjével.

3.3 Kvantitativ valds idejd polimeraz ldncreakcié (QRT-PCR)

A PCR vizsgalatokhoz az expoziciokat 96-lyuku sejttenyésztd lemezeken végeztiik.
Elézetes vizsgalataink alapjan a csésze 1 lyukdban elegendd mennyiségii RNS talalhato
a késdbbi mérésekhez. Minden kisérleti beallitast haromszor ismételtiink meg. A mintakat
kozvetleniil a csészébdl nyertiik ki az ExtraZol (Quiagen, Blirt) reagens és protokoll
hasznélataval. Az 0ssz-RNS koncentraciot Maestrogen MN-913  spektrofotométer
segitségével hataroztuk meg. A primerek megtervezéséhez az NCBI Primer-BLAST
szoftvert hasznaltuk. A PCR reakciokat és méréseket egy LightCycler 480 PCR
késziilékben (Roche) végeztiik el. A PCR alap reagens kit qPCRBIO SyGreen 1-step
Detect Lo-ROX kit (PCRBiosystems, Kat: PB25.11-3) volt.

4 Eredmények

Az eredmények részben a Szigetvar gydgyviz szervesanyag izolatumanak 120x, 600x €s
3000x higitasara 120x, 600x, 3000x izolatum higitasként vagy higitasként hivatkozom.
A 90% nativ Szigetvar gyogyviz tartalmu tapkozegre SzZVN roviditéssel hivatkozom.

4.1 Tulélési vizsgalatok
A kisérletsorozat bevezetéseként megvizsgaltam, hogy a Szigetvar gyogyvizbdl késziilt
¢s Szigetvar szervesanyag-izolatummal szupplementalt tapkoézegben hogyan éltek tal a

HaCaT human keratinocita sejtek. A kisérletsorozatot 3 6ras expozicids idével végeztiik



el. Az eredmények megjelenitésénél 100%-nak a kezeletlen (negativ kontroll) sejtek

eredményeit vettem. Az eredmények a 1. abran lathatoak.

HaCaT sejt tulélés (kivonat) HaCar sejt tulélés (SzVN)
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1. abra (a) HaCaT sejtek tulélése Szigetvar gyogyviz szervesanyag izolatum higitdsi sorban (6x-
3000x) (b) HaCaT sejtek tulélése kiilonbozo Szigetvar gyogyviz tartalmu tapkozegekben (10%-
90%).

A tulélési gorbék alapjan lathato, hogy az izolatum 120x higitastol kezdédéen a nagyobb
higitasok irdnyaban nem csokkentette szignifikdnsan a sejtek talélését. Az SzVN egyik

Osszetétel esetén se mutatott szignifikans kiilonbséget a kontroll sejtek ttléléséhez képest.

4.2 Lipid peroxidacié malondialdehid (MDA) assay

Az MDA koncentraciok mérési eredményei a 2. abran lathatoak. Az oldoszer kontrollok,
az SzVN ¢és az izolatum higitdsok nem emelték szignifikdnsan az MDA-szintet a
kezeletlen sejtekhez képest. A DTH koncentracio-fliggden megemelte az MDA -szinteket
a kezeletlen sejtekhez képest mind az 1 6ras, mind a 4 6ras expozicidk esetén. Az SZVN
mindharom vizsgalt koncentracio esetén szignifikdnsan alacsonyabb MDA -koncentréaciot
mutatott a 4 6rds DTH expozicidhoz képest. Az izolatum-higitasok a legtobb kisérleti
beallitasban szignifikdnsan alacsonyabb MDA-koncentraciokat mutattak a 4 6ras DTH

expozicidhoz képest.
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2. abra MDA-koncentracidk (nmol/minta) a kisérleti elrendezés szerint exponalt HaCaT sejtekben (* = p

<0.05).

4.3 Gyulladasos citokinek mRNS-expressziéjanak vizsgalata RT-gPCR mddszerrel
Az altalunk vizsgalt TNF-a, IL-6 és IL-8 citokinek és GM-CSF kemokin relativ-
génexpresszio értékei a munkdban alkalmazott kisérleti elrendezésben a 3-6 abrakon

lathatoak.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy egyik vizsgalt citokin és kemokin esetén se
tapasztaltunk szignifikans emelkedést az olddszer kontrollok, valamint az SzZVN és az
izolatum higitdsok esetén. A szakirodalmi adatokat Osszhangban 1 o6rds DTH-
expozicional enyhén, 4 6ras DTH-expozicid esetén markansan megemelkedtek a vizsgalt
relativ génexpressziok. Az SzZVN ¢€s az izolatumok hatdsat a DTH-expoziciora mindig a
4 6ras DTH-expozicios értékekhez viszonyitottuk. Altalanossagban elmondhat6, hogy
szamos DTH-koncentracié esetén a DTH-expoziciot kovetd SzVN expozicid
alacsonyabb mRNS-expresszios értékeket mutatott, mint a csak DTH-expozicionak kitett
csoportok értékei. Az izolatum expozicidonak kitett csoportok esetén szamos esetben
szignifikansan alacsonyabb mRNS-expressziot kaptunk, mint a 4 6ras DTH-expozicids
csoportok esetén. Altalanossagban elmondhat6, hogy az SzVN expoziciénak Kkitett
csoportok esetén altalaban alacsonyabbak voltak az expresszidk, mint az izolatummal
exponalt csoportokndl. A harom izolatum higitas kozott nem tudtunk egyértelmi

koncentraciofiiggd tendencidkat meghatarozni.
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Ha elemezziik a miR-21 relativ expressziojat (7. abra), sem az oldészer kontrollok, sem
az SzVN, sem az izolatum esetén nem emelkedik a kezeletlen kontrol sejtekhez képest.
Nem talaltunk jelentés kiilonbséget a vizsgalt harom koncentracioban a DMSO
kontrollok kozott. Nem talaltunk jelentds kiilonbséget az etanol kontrollok kozott sem.
Az 1 6ras DTH-expozicié minden koncentracio esetén szignifikansan megemelte a miR-
21 szintjét (ez a 12. abran nincs jeldlve). A 4 6ras DTH-expozicidkat vizsgalva mindegyik
szignifikdnsan magasabb volt, mint a megfeleld 1 6ras DTH expoziciok. Ha az SZVN és
izolatum expozicidkat a 4 o6rds DTH-expoziciokkal hasonlitjuk 6ssze, 0,5 pg/ml DTH
mellett a 600x higitds csokkentette a miR-21 expresszidt, de a csokkenés nem
szignifikans. Minden DTH-koncentracional az SzVN expozicid6 a miR-21 relativ
expresszio novekedését mutatta a 4 6ras DTH-expoziciokhoz képest. Ez azonban csak 0, 1

png/ml DTH esetén szignifikans.
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7. ébra miRNS-21 relativ koncentracioja a kisérleti elrendezés szerint exponalt HaCaT sejtekben.
(*=p <0.05).
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5 Megbeszélés

A psoriasis klinikai kezeléséhez kapcsolt balneoterapia pozitiv eredményeket mutatott a
gyogyulds tekintetében. Jelen vizsgalatokban f6 célunk volt, hogy egy mellékhatasai
miatt igencsak megkérddjelezett, a klinikumbdl kiszorult, azonban hatasossaga miatt a
mai napig a psoriasis gyogyitasaban alkalmazott hatéanyagot, a DTH-t vizsgéaljuk HaCaT
keratinocita sejtkultiran. A DTH a psoriasisos plakkban gyulladast indukal. Ezt a
gyulladasos reakcidt sokan a mai napig a DTH sziikséges terapias mechanizmusanak
tartjak. A DTH-nak kitett egészséges borfeliileteken is irritaciot, €g6 érzést, kipirosodast
¢s elszinezddést okoz. Az egészséges borteriileteken szintén gyulladasos reakciokat indit
el. A gyogyvizek és a balneoterapia lehetséges €s bizonyitott antioxidans hatdsa szamos

tanulmanyban megjelenik.

Eredményeink Osszhangban vannak a szakirodalomban leirt tendenciakkal. A DTH-
expozicid jelentésen megemelte az MDA -koncentracidkat. Jelentds ndvekedés figyelhetd
meg mind az 1 6rds, mind a 4 6rds DTH-expozici6 hatdsara. A ndovekedés dozisfiiggs. A
gyogyvizek esetleges kozvetlen antioxidans hatasat vagy a sejtek oxidativ stresszre adott
valaszanak modositasat kiillonbozd tanulmanyok targyaltak. Az antioxidans aktivitast
altalaban a redukald szulthidril-csoportok (tiol, SH) jelenlétének tulajdonitjdk a
gyogyvizek természetes kéntartalma miatt. Kisérletiinkben egy olyan gydgyvizet
valasztottunk, amely alacsony kéntartalmt €s szervesanyag-tartalmi. Az MDA-teszt
eredmeényei alapjan eredményeink korrelalnak az irodalmi adatokkal. A kezeletlen sejtek
MDA -szintjét a DTH-expozicié megemelte. Jelentdsebb ndvekedés volt megfigyelhetd
az elsd Ora utdn, mint az azt kovetdé harom oradban. Ez azt sugallja, hogy az oxidativ
karosodasi folyamatok koran bekovetkeznek a kezelés soran. Fontos megemliteni, hogy
sem az SzZVN, sem az izolatumok higitdsai nem emelték szignifikdnsan az MDA-szintet.
Ez 6sszhangban van a korabbi megallapitasokkal, ahol a termélvizek véddhatast fejtettek
ki az oxidativ karosodas ellen, nem idéztek eld oxidativ stresszt. Eredményeink szerint az
SzVN szignifikans véddhatast mutat a DTH altal indukalt MDA -emelkedéssel szemben
szignifikansan alacsonyabb MDA-szinteket mutattak, ami arra utal, hogy a termalviz
szervesanyag-tartalma ugyanazt a hatast hordozza, mint a teljes viz, de a teljes véddhatas
valoszinlileg a szerves- €s a szervetlenanyagok kombinacidjanak kovetkezménye. Az
antioxiddnsok dozisfiiggd modon hatnak a DTH-kérosodas ellen. Esetiinkben a

szervesanyag-koncentratum hatdsa nem egyértelmii. A 120x higitds nem mutatott
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szignifikdns véddhatast, a 600x higitds nagyobb védoéhatast mutatott, mint a 3000x
higitas.

Az elmult évtizedek kutatasi bizonyitottak, hogy a normal keratinocitak kiilonb6z6 tipusa
oxidativ stresszre reagédlnak. Ezek a valaszok gyakran adhéziés molekuldkat is
indukalnak, melyek fokozzak a gyulladast, valamint az immunsejtek gyulladasos teriiletre
vandorlasat. A noxa tobb jelatviteli utvonalon keresztiil — a mitogén-aktivalt protein
(MAP) kinaz jelatviteli itvonalon vagy a protein kindz C aktivacion keresztiil — vezet a
gyulladésos mediatorok, (beleértve citokinek, példaul a tumor nekrdzis faktor-alfa (TNF-
a), interleukin (IL)-6, IL-8 és GM-CSF) indukcidjahoz, termelddéséhez és
felszabadulasahoz. A szakirodalom alapjan a balneoterapia kedvezd hatissal van a
gyulladésos folyamatok altal érintett sejtekre, de a viz Osszetételét is figyelembe kell

venni.

Eredményeink 6sszhangban vannak a szakirodalmi eredményekkel, amelyek szerint a
balneoterapia csokkentette a gyulladassal Osszefiiggd molekularis markerek szintjét.
Mindezek aldtdmasztjdk a gyogyvizek és a balneoterdpia gyakorlatban megfigyelt
hatasait. Kisérleteinkben bebizonyitottuk, hogy a Szigetvar gyogyviz hasonlo
tulajdonsadgokkal rendelkezik. Elsé alkalommal bizonyitottuk, hogy ha a szerves
anyagokat elvalasztjuk a szervetlenektél ¢és kiilon-kiilon vizsgaljuk, akkor a
szervesanyag-tartalom Onmagaban is pozitiv hatast gyakorol az altalunk vizsgalt
gyulladaskeltd citokinek tulzott expressziojara. Az Szigetvar gyogyviz tartalmu tapkozeg
kovetkezetesen jobb eredményeket mutatott a szerves izolatumokhoz képest, ami arra
utal, hogy a szerves és szervetlen tartalom egyiittesen felelds a hatasért. A 3000-szeres
higitas - amely ugyanakkora szervesanyag-koncentracioval rendelkezik, mint az eredeti
gyogyviz — hasonl6 tendenciaji, de mérsékeltebb eredményeket mutatott az emelkedett
citokinszintek csokkentésében az SzVN-hez képest. A 600x higitds a legtobb esetben
jelentdsen csokkentette a citokinszinteket. Masrészt a 120x higitads sok esetben nem
nygjtott védelmet a DTH altal kivaltott citokinszint-emelkedéssel szemben.
Eredményeink alapjan a Szigetvar Gyogyviz €s izolatum dnmagaban nem emelte meg a
vizsgalt markerek génexpresszidjat, ez arra enged kovetkeztetni, hogy az expozicio

O6nmagéaban nem okoz oxidativ stresszt.
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5.1 mikroRNS-21 expresszié vizsgalata

A mikroRNS-ek (miRNS, miR) rovid, nem koédolé RNS szakaszok, amelyek szamos
fiziologiai és patoldgiai folyamatot befolyasolnak. A génexpresszid poszttranszkripcios
szabalyozo6i, mivel szekvenciaspecifikus médon kotddnek az érett mRNS-ekhez és
kolcsonhatasba 1épnek veliik. A miR-21 a ROS homeosztazis és a nem fiziologias
oxidativ stresszre adott valaszok egyik kritikus szabalyozdja. miR-21 expresszio
eredményeink 6sszhangban vannak a szakirodalomban megtalalhatd eredményekkel. A
miR-21-expresszidja a DTH-expozicid hatdsara megnovekedett a kezeletlen sejtekhez
képest. Az SzZVN ¢és az izolatumok onmagukban nem novelik a miR-21-expressziot a
kezeletlen sejtekhez képest. Az SZVN latszolag megemelte a miR-21 szintjét a 4 oras
DTH-expoziciokhoz képest, de ez csak 0,1 pg/ml DTH-expozicido esetén volt
szignifikans. Az SzVN- és az izolatum-expoziciok csokkentették a TNF-o mRNS-
expresszidjat, de ez nem tiikr6z0dott kozvetleniil a miR-21-expresszid valtozasaban.
Eredményeink alapjan a miR-21-expresszidjanak a novekedését lényegében nem
befolyasolja sem a Szigetvar gydgyviz, sem az izoldtum- expozicio. A DTH indukalta
miR-21-expresszio emelkedést viszont nem befolyasolta szignifikansan az SZVN ¢és az
izolatum-expozicio, kivéve 0,1 pg/ml DTH és SzVN egyiittes expozicidja esetén
tapasztaltunk szignifikans miR-21-expresszi6 emelkedést. Eredményeink a 7.

hipotézisiinket nem tamasztjak ala megfelelé mdodon.

6 Ujtudomanyos eredmények

Portaptalaj hozzdadasan alapulé modszert alkalmazva olyan tenyészté kozeget hoztunk
l1étre, ami 90%-ban tartalmaz Szigetvar gyogyvizet és nem toxikus a HaCaT sejtekre. A
Szigetvar gydgyviz szervesanyag-izolatumaval szupplementalt tenyészté kozeg 120x,

600x ¢és 3000x higitasban nem toxikus HaCaT sejtekre.

A 90% Szigetvar gyogyviz-tartalmu sejttenyésztd kozeg 3 oras expozicids id6 alatt nem
hogy a gyogyviz 6nmagdban nem okoz oxidativ stresszt. Egyik vizsgalt szervesanyag-
1zolatum higitas (120x, 600x és 3000x) sem emelte szignifikdnsan az MDA -koncentraciot
3 oras expozicios 1d0 alatt a kezeletlen sejtekhez képest. Ez bizonyitja, hogy az izolatum

onmagaban nem okoz oxidativ stresszt HaCaT sejtekben vizsgalva.
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1 6ras ditranol-expoziciot kovetden 3 oras Szigetvar gyogyviz, illetve Szigetvar gydgyviz
szervesanyag-izolatum expoziciot végeztiink. Azon csoportok esetén, ahol a ditranol-
expoziciot Szigetvar Gyogyviz, vagy szervesanyag-izolatum expozicid kovetett, szamos
kisérleti beallitds esetén szignifikdnsan alacsonyabb malondialdehid-koncentraciot
mértiink a kontroll csoportokhoz képest. Ez oxidativ stressz elleni véd6hatasra enged

kovetkeztetni.

Sem a 90% Szigetvar gyogyviz-tartalmt tapkozeg, sem beldle késziilt szervesanyag-
izolatum higitasok nem emelték szignifikdnsan az altalunk vizsgalt gyulladasos citokinek
(TNF-0, IL-6, IL-8) ¢és kemokin (GM-CSF) relativ  mRNS-expressziojat semelyik
vizsgalati bedllitaisban. Ez aldtdmasztja azt a feltételezésiinket, hogy az expozicids

kozegek onmagukban nem okoznak oxidativ stresszt.

Harom koncentracidoban alkalmazott (0,1, 0,25 és 0,5 pg/ml) ditranol-expozicié hatasara
az altalunk vizsgalt oxidativ stresszre jellemzd citokinek (TNF-a, IL-6, IL-8) és kemokin
(GM-CSF) mRNS-expresszidja megemelkedik. Egy oras ditranol-expoziciot kovetd 3
oras Szigetvar Gyogyviz és szervesanyag-izolatum higitds expozicid hatisara tobb
kisérleti beallitas esetén a vizsgalt citokinek ¢és kemokin mRNS-expresszidja
szignifikansan alacsonyabb értéket mutatott a csak ditranol-expozicionak kitett sejtekhez

képest. Ez oxidativ stressz elleni védohatasra enged kovetkeztetni.

7 Tovabbi célok

Jelen kisérletsorozatban a DTH-expozicié rovidtava hatasat vizsgaltam a Szigetvar
gyogyviz ¢€s izolatum tekintetében. Tavlati terveinkben szerepel a DTH-expozicio
vizsgélata 24 Oras iddtartamban. 6 Oras expozicidés idOtartam utan a sejtekben az
apoptotikus folyamatok megindulnak, mely mar a morfologiai megfigyelések alapjan is
lathato. Ebben a kontextusban a sejttilélési-vizsgalatok is uj eredményt adhatnak, a DTH-
expozicidhoz képest javuld talélés a gyogyviz védé hatdsat mutathatja. A
szakirodalomban szamos apoptodzissal 0Osszefiiggd regulator (BCL-2, BCL-XL)
kifejezédését vizsgaltdk DTH-expozicid kapcsan. Ezeknek a markereknek a valtozasat
érdemes megvizsgalni gydgyviz expozicid hatdsara is, mivel az apoptotikus folyamatok
gatlasa védoé hatast jelezhet. Ezen feliil az apoptozis folyamata kovethetd a DNS-

toredezettség vizsgalataval, melyre az iistokds-elektroforézis modszere alkalmas.

17



Esetleges szignifikdnsan kisebb DNS-toredezettséget mutaté eredmények szintén védo
hatast mutathatnak a DTH karositasa ellen. Szintén érdemesnek tartom megvizsgalni a
DTH-expoziciot és a gyogyviz-expoziciot egy idépontban elkezdve, illetve gyogyviz-
elokezelést alkalmazva. A gyogyvizben taldlhatd szervesanyagok a sejtekben
felhalmozddhatnak és direkt védohatast fejthetnek ki a késébbi DTH-expozici6 ellen. A
feltételezett antioxidans hatast bizonyitand6 érdemes a fenti beallitasokkal elvégezni az
MDA tesztet, illetve mas direkt antioxidans hatast kimutatd teszteket. Ezeken feliil a
szervesanyag-teoriat még jobban aldtdmasztando €s a szervetlen-szerves komponensek
hatasainak elkiilonitését vizsgalanddé érdemesnek tartjuk egy szervesanyagaitol
megfosztott, azonban a sdkat valtozatlan forméaban tartalmazo preparatum elkészitését és

tesztelését az eredeti gyogyviz, valamint a szervesanyag-izolatum mellett.
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