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1. BEVEZETES

A kozelmult kutatasai sok szempontbdl bizonyitottak azokat az évezredes
megfigyeléseket, hogy a taplalkozasnak szerepe van szamos betegség megeldzésében.
Napjainkban eldtérbe kertilt az étrendi antioxidansok, koztiik a polifenolok preventiv
szerepe az olyan szabad gyokos karosodasokat okozo allapotokban is, mint példaul a
népbetegségnek szamito kardio- és cerebrovaszkuldris megbetegedések, vagy a kiterjedt
gyulladéssal jard, un. szeptikus sokkos esetek. A kutatdsok ramutattak, hogy ezek
egészségre gyakorolt jotékony hatdsa nem feltétlen az antioxidans hatasnak, hanem mas,
molekularis szinti mechanizmusoknak is koszonhet6. Ezen agyagok egészségre
gyakorolt hatdsadt tudomanyos vizsgalatokkal kell igazolni, torekedni kell a pontos
hatasmechanizmusok feltdrasdra. Kutatasaink célja a sokat tanulmanyozott és sokszor
vitatott szerepi polifenol, a rezveratrol, TRAF6 jelatvitelben betdltott
hatdsmechanizmusanak tisztdzasa volt, in vitro gyulladasos makrofag modellen.
Természetesen ezen tapanyagkomponensek élettani hatdsait, kémiai és biokémiai
tulajdonsagait Osszefiiggéseiben, in vivo is sziikséges tanulmanyozni, hogy a
betegségmegeldzésben, egészségmegdrzésben vald szerepiik tisztazott legyen.

Masrészrol, a szabad gyokoknek fontos szerepliik van a kérokozokkal szembeni
védekezésben, példaul a fagocita sejtek a NADPH-oxidaz és mieloperoxidaz enzimeik
altal termelt oxigén gyokoket a patogének elpusztitasara hasznaljak. Ilyen fert6zést okozo
mikroorganizmusok lehetnek prokariota baktériumok, eukariota egysejtii korokozok,
vagy barmi, amit a szervezet idegenként ismer fel. Sajnos a felszabadul6 szabad gyokok
a szervezet sajat sejtjeit is karosithatjak, nem valogatnak, igy pl. az €16 sejteket kiviilrdl
hatarold, lipidekben és fehérjékben gazdag plazmamembran is rendkiviil érzékeny az
oxidativ stressz altal okozott karosodasokra. Az evolucid soran a patogének is
kifejlesztettek szamos védekez0 mechanizmust a talélés érdekében, de ¢élettani
sajatossagaik miatt is konnyen adaptalodnak szdmos helyzethez, igy céljaink kozott
szerepelt, hogy egy lipidperoxidaciora rezisztens eukariota modellszervezet
plazmamembranjat, és az oxidativ stresszel kapcsolatos életfolyamatait, adaptacios

képességét, lipidperoxidaciot okozo stresszor jelenlétében €s hianyaban tanulmanyozzuk.



1. ROVIDITESEK
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V. IRODALMI ATTEKINTES

1. Aszepszis

A szepszis (szépszisz (gor.) = rothadas, felbomlas, tiszk6s6dés) vagy koznapi nevén
a vérmérgezés, a szervezet egészét érintd kontrollalatlan gyulladasos valaszreakeio.
Kialakulasanak alapvetd feltétele egy fertdzés, melynek barmelyik fajtaja szeptikus
allapotot idézhet eld, leggyakoribb primer oka els@sorban mégis a 1égzdrendszer, a
hasiireg vagy a véraram infekcioja (1). Hogy kialakul-e a szepszis, az fiigg a patogén
valaszkészségétol, az esetlegesen mar fennalld egyéb betegségektdl, és az ezek
kezeléseként alkalmazott gyogyszerektdl (1). Az infekcid generalizaltta valasaban fontos
szerepet jatszik a szervezet ellenalld képességén kiviil az is, hogy milyen gyorsan ¢és
mennyire eredményesen tudjak az orvosok megsziintetni a szervezetet ért sulyos behatast

(pl. politraumatizacio, nagyfoku vérvesztés) (2).
1.1. A szepszist kivalté korokozok

A betegséget kivalto mikroorganizmusok egy hanyada a normal emberi/allati flora része
(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, bizonyos Candida fajok, stb.) (3).
Immunszupressziv allapotokban (beteg, id0s vagy nagyon fiatal egyéneknél), vagy ha
szamuk valamilyen hatdsra abnormalisan megndvekedik, és valamilyen mddon, pl. a
véraramba, a hasliregbe, vagy mashova keriilnek, opportunista korokozoként
viselkednek, és szepszist idézhetnek el6 (3,4). EQy USA-ban késziilt felmérés szerint a
koérokozok mintegy 90 %-ban baktériumok, a Gram-negativ szepszis és Gram-pozitiv
szepszis aranya kb. 42 ill. 34 %, ezen feliil egyiittes eléforduldsuk valdszinlisége kb. 14
% (3,5). Felmérések szerint a Gram-negativ eredetii fertézések legtobbjét, kb. 29 %-at az
Enterobacteriaceae csalad tagjai okozzak. Az Escherichia coli az infekciok kb. 13 %-
aért, mig a Klebsiella pneumoniae és a Pseudomonas aeruginosa a fert6zések kb. 8-8 %-

aért tehetok feleldssé, de eléfordulnak Proteus fajok okozta fertézések is (3,5). A Gram-



pozitiv baktériumok okozta szepszis fele altalaban valamilyen Staphylococcus faj
eredetii, ezen beliil is a Staphylococcus aureus okozta fert6zések aranya kb. 12 %, a
koagulaz-negativ Staphylococcus fajok okozta infekciok szama 7 % koriili, mig az
Enterococcus-ok és Pneumococcus-ok okozta fertézések szama 8 ill. 4 % koriil mozog
(3,4,6). Anaerob mikroorganizmusok az esetek minddssze 2 %-aban mutathatok ki, mint
pl. a Gram-negativ Bacteroides fragilis (3). A fennmaradé kb. 10 %-ban gombak (az
esetek kb. 5 %-aban elsésorban valamilyen Candida faj) (7) vagy egyéb korokozok
(virusok, protozoonok, stb.) a szepszis kivaltod okai (3,4). A tiid6 infekciok nagy részéért
foleg a kovetkezo fajok felelések: Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae,
Legionella fajok, Chlamydia pneumoniae (3,8). A seb és lagyrész fertézések
leggyakoribb okozo6i a Streptococcus pyogenes (3,9), a Staphylococcus aureus, bizonyos
Clostridium fajok, a Pseudomonas aeruginosa, bizonyos anaerob fajok és a koagulaz-
negativ Staphylococcus fajok, mig a hugyuti fertézésekért féleg az Escherichia coli, a
Klebsiella, az Enterobacter, a Proteus és az Enterococcus fajok lehetnek feleldsek (3). A
kozponti idegrendszer infekciojat féleg a Streptococcus pneumoniae, a Neisseria
meningitidis, a Listeria monocytogenes, az Escherichia coli, a Haemophilus influenzae, a
Pseudomonas aeruginosa, illetve Klebsiella és Staphylococcus fajok okozhatjak (3).

Ezek a fert6zések az egyes betegekben nagyon eltérd tiineteket produkalhatnak (3).
1.2. A szepszis kritériumai és fokozatai

Az eldszor 1991-ben, majd 2001-ben, és legutobb 2016-ban tartott Sepsis-1,2,3
konszenzus konferenciak (10-12) alapjan érvényben 1évé szepszis definicio a kdvetkezo:

A szisztémas gyulladasos valaszreakcié vagy SIRS (Systemic Inflammatory Response

Syndrome): kiilonbozo, infekcios vagy nem infekcios eredetli inzultusokra (pl. trauma,
égés, pancreatitis) adott egész testre kiterjedd, infekcios valasz.

A szepszis bizonyitottan, vagy nagy valoszinliséggel primer fert6zés(ek)hez vagy
masodlagos, korhazi infekcid(k)hoz (1€guti, htigyati, savos hartyakat érintd, lagyszoveti,

idegrendszeri vagy véraramfert6zések, trauma, égés, pancreatitis, stb.) tarsulo, akutan



bekovetkezd, szisztémas gyulladasos valaszreakciod (SIRS vagyis Systemic Inflammatory

Response Syndrome).

Ez a gyulladasos valaszokban bekovetkezd csokkent kontrollt, vagyis egy eltalzott,

generalizalt immunvalaszt jelent, mely a kovetkez6 tiinetek koziil —a 2016-0s konferencia

szerint — SIRS esetén tobb mint egyet kell, hogy tartalmazzon:

e 36°C-nal alacsonyabb vagy 38°C-nal magasabb testhémérséklet

e tachycardia (90/percnél nagyobb szivfrekvencia)

e tachypnoe (20/percnél magasabb 1égzési frekvencia) vagy 32 Hgmm-nél alacsonyabb
parcialis artérias széndioxid nyomas (PaCO2 <32 Hgmm)

e leukocytopenia vagy leukocytosis (a fehérvérsejtszam kevesebb, mint 4x10° vagy
tobb mint 1,2x10* sejt/ul) vagy 10%-nal magasabb az éretlen leukocitik szama

Az ugynevezett ,sulyos szepszis” allapotaba keriil a beteg, ha a szepszis elérehaladasaval

szervi diszfunkciok, hipoperfizids abnormalitdsok vagy a gyulladdsos valaszreakcid
miatt hipotenzi6 alakul ki. A keringési zavar tiineteként felléphet laktatacidozis, oliguria,
és kiilonb6z6 formajh tudatzavar (12).

Szeptikus sokknak nevezziik, ha sulyos szepszishez vagy SIRS-hez, folyadékpotlas

ellenére tarsul keringési elégtelenség. A szeptikus sokk tovabbi jellemzdje az ugynevezett
»tobbszervi diszfunkciés szindroma” (MODS vagyis Multiple Organ Dysfunction
Syndrome), ami kett6 vagy tobb szerv akutan kialakulo, sulyos miikddési zavara, ahol a
homeosztazis csak intenziv terapids beavatkozasokkal biztosithatd. A testszerte
felszabaduld citokinek hatasara szisztémdésan kialakuldé 6déma 1ép fel, a keringd
vérmennyis€g és a vér fehérjetartalma csokken, intravaszkuldris véralvadas és szamos
mas szerv miikodési zavara 1ép fel (2,13,14).

A SIRS, a szepszis, a sulyos szepszis €s a szeptikus sokk nem 6nallo betegségek, hanem
egy korfolyamat kozbiils allapotai lehetnek (bar nem sziikségszertien progredialnak
tovabb az egyes allapotok), amelyek végiil tobbszervi elégtelenséghez és gyakran

halalhoz vezethetnek (2,14,15).



1.3. A szepszis epidemiologiaja és mortalitasa

A ,stlyos szepszis” és a szeptikus sokk vildgszerte a legnagyobb népegészségligyi
probléma, a koérhazi intenziv osztilyos kezelések legnagyobb halalozasi ardnyu
betegsége, évente tobb mint 18 millié embert érint, a tizedik vezetd halalozasi ok (16,17).
Emiatt a legnagyobb orvosi, st gazdasagi kihivast és feladatot okozza, hiszen jelentds
koltségekkel is jar a paciensek kezelése (18). Fontos az alapbetegség folyamatos
kontrollja és kezelése, diagnosztikus vizsgalatok és miitétek végzése, monitorozas,
szervpotld  kezelések, gyogyszerezés, stb. A koérhazakban kezelt idds ¢és
immunszupresszalt betegek szamanak évrdl évre torténd novekedése miatt, az egyre
hatékonyabb széles-spektrumu antibiotikumok és a fejlodé invaziv technologiak ellenére
is, évente a szepszises esetek szamanak 1-1,5 %-os emelkedésével kell szamolni (17).

Statisztikai adatok szerint a ,,stlyos szepszis” mortalitasa vilagszerte, a terapias kezelések
ellenére, 7-14 nap elteltével mar 30-50 % kozotti, mig a szeptikus sokk mortalitdsa akar
1-2 napon beliil tobb mint 50 % (11,17). A szeptikus esetek csak Eurdpaban évente 135
000 életet kovetelnek, mig az USA-ban 750 000 sulyos szeptikus esetbdl 225 000 a
halalos kimenetelli (30 %), ami igy meghaladja az akut koronaria-betegségek okozta
mortalitast (11,17). Magyarorszagon az Anesztezioldgiai és Intenziv Terapias Orszagos
Intézet adatai alapjan (15) 2001-ben 1700 esetben jelentettek szepszist, ebbol 658 eset
forgalmu intenziv osztaly 3 éves adatait elemezve (19), az osztalyok mindegyikében a
,,sulyos szepszis” €s a szeptikus sokk egylittes mortalitasa 70-100 % kozott valtozott. A
2005-6s év adatai szerint a hazai intenziv osztalyokon a SIRS el6fordulasa 11000 eset/év,
haldlozasi aranya 10-20%. A szepszis el6fordulasa 9600 eset/év, ennek a formanak a
halélozasi aranya 30-40%. Sulyos szepszis 9000 esetben fordult eld, mortalitasi aranya
40-50% volt. A 6500 szeptikus sokkban szenvedd paciens 50-60%-a halt bele a
betegségbe 2005-ben (19). Bogar szerint pontos statisztikai adatok sem allnak
rendelkezésre (2001-ben csak 1700 esetet jelentettek, 2005-ben mar ennek sokszorosat),

de szerinte a magas mortalitasi rata ezen adatok alapjan is nyilvanvalé (19).



1.4. A szepszis patogenezise

Magasabbrendii szervezetekben, ha egy korokozd a fizikai-kémiai védelmi vonalon,
vagyis a bort, bél-, hugy-, ivarszerveket és 1égutakat boritd epitélsejtek szoros kapcsolatan
(tight junction) és a bels6 szervek sav- és enzimtartalman (mukociliaris rendszer, pepszin,
lizozim, stb.) atjut, akkor elészér a nativ vagy velesziiletett immunrendszer 1ép
mikodésbe. Ekkor olyan folyamatok indulnak el, melyek rovid idon beliil a karos anyag
eliminalasahoz vezetnek, méghozza azonos vagy nagyon hasonlé modon, a kiilonb6z6
koérokozokra vald specificitds nélkiil, ugyanis a nativ immunrendszer a kiilonbdzd
korokozok azonos részleteit ismeri fel (13,20-22). Ezek az azonos részletek altalaban
mikrobialis eredetli ligandumok, melyeket patogén-asszocialt molekuldris mintazatoknak
(pathogen-associated molecular patterns, vagyis PAMP) neveziink. A PAMP-ok
nélkiilozhetetlenek a mikroorganizmusok életében, viszont a magasabbrendil
szervezetekben nem fordulnak el6 (13). Fontos, hogy a nativ immunrendszer elemei meg
tudjak kiilonboztetni a sajat struktarakat a patogénekéitdl. A felismeréshez sziikségesek
az ugynevezett mintazatfelismerd receptorok vagyis a PRR-ek (pattern-recognition
receptor) (13,22). Ezeket a receptorokat féleg az epitélsejtek, a makrofagok, a dendritikus
sejtek és a granulocitak fejezik ki. Ide tartoznak az alabbi receptorcsaladok: Toll-szerti
receptorok (Toll like receptor — TLR), a C-tipust lektinek, a Scavanger receptorok (SR),
a NOD-szerli receptorok (Nucleotide-binding oligomerization domain) (13,22). A
velesziiletett immunrendszer felismerd molekuldi kozé tartoznak ezek mellett még
példaul a defenzinek, a C-reaktiv protein, a mann6zk6td lektin, a feliiletaktiv proteinek,
a lipopoliszacharid-koté protein (LBP), a szolubilis CD14, az N-formil metionil
receptorok €s a komplement-receptorok is (13,20-22). A mikrobialis PAMP-0k a nekik
megfeleld PRR-ekhez kdtddnek, és intracellularis szabalyoz6 molekuldk (pl. citokinek és
és az adaptiv immunrendszert is (13,20,22). A velesziiletett immunitasban és a gyulladasi
folyamatokban szerepet jatszo citokinek kozé azokat soroljuk, amelyek a korokozd
szervezetbe jutasat kovetden azonnal felszabadulnak, elsddlegesen a mononukledris

fagocitakbol, a T-sejtekbdl, a granulocitdkbdl, a hizdsejtekbdl, a fibroblasztokbdl és az

10



endotélsejtekbdl (13). Ide sorolhatjuk az interferonokat, a tumor nekrézis faktorokat
(TNFa/pB), interleukin-1-et (IL-1), az interleukin-6-ot (IL-6) és az interleukin-12-t (IL-12)
(13). Ezeknek a citokineknek meghatarozd szerepiik van egyrészt a fert6zést kovetd
gyulladasi reakciok kialakulasaban, masrészt a kiilonb6zo antigén-prezentald sejtekre
gyakorolt hatasuk révén az antigén-specifikus limfocitdk aktivalodasanak és
differencialodasanak szabalyozasaban (13).

A gyulladéasos folyamatok kaszkadja bakteridlis fert6zést kovetden a kdvetkezOképpen
alakul: a PAMP (pl. lipopoliszacharid) a makrofagokat, neutrofileket, monocitakat és az
erek endotél sejtjeit is aktivalja, melyek a citokin és kemokintermelést fokozzak. Az
endotélen nd az adhézioés molekulak expresszioja, beleértve a neutrofilek adhéziojat is,
melyek reaktiv oxigén intermediereket termelnek, ezaltal a kdrnyezd szdvetek és erek
karosodasahoz vezetnek (13). A komplement rendszer aktivalodiasanak hatasara
(baktérium — membran komplex kialakuldsa) az endotoxin plazmaszintje tovabb
emelkedik, mindezek kiilonbozo citokinek kaszkadszerti termelését inditjak el. Az
infekciot kovetd koriilbeliil 1 ora elteltével TNFa, két 6raval IL-13, 3-4 éraval késébb az
IL-6 maximuma figyelheté meg (13), lecsengési idejiik néhany ora. Ezek hatasara lokalis,
majd szisztémas gyulladas lép fel. A TNFa €s az IL-1 lokalisan aktivalja az ér-endotélt,
utdbbi a limfocitakat, eldbbi az érfalak atjarhatosadgat noveli, ezéltal fokozza a sejt- és
nyirokbearamlast. Végiil az IL-1 a hipotalamuszon keresztiil pirogén hatast (lazat) kelt,
és fokozza az IL-6 termelést is, melynek hatdsdra a majban megindul az akut-fazis
fehérjek termelése (pl. C-reaktiv protein, fibrinogén, angiotenzin, plazminogén, szérum-
amiloid A és P, albumin, transzferrin stb.) (13,20). A hatas lehet pozitiv vagy negativ
(egyes fehérjék mennyisége nd, masoké csokken). Ezek a fehérjék szamos fontos szerepet
betdltenek, pl. az opszonizacidoban, a véralvadasban és a komplement-rendszer
aktivalasaban. A véralvadasi rendszer aktivacioja magas fibrinogénszintet eredményez,
ami koagulopatidhoz vezet, ezaltal szoveti hipoxiat okoz. A makrofdgokban megné az
indukélhat6 nitrogén-monoxid szintaz (iNOS) enzim szintje, ez ndveli a cGMP szintet,
ami vazodilatacidhoz, végiil hipotenzidhoz vezet. Ezek a tobbszervi karosodasok és a

hipotenzi6 végiil akar halalt is okozhatnak (1,13).
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1.5. A lipopoliszacharid és a gyulladasos jelatvitel

Kisérleteink egy részében egy fakultativ anaerob Gram-negativ baktréiumbol, az
Escherichia coli-bol szarmazo6 lipopoliszacharid endotoxint (LPS; O127:B8, Sigma-
Aldrich) hasznaltuk (23). Ez az E. coli mellett szamos mas Gram-negativ baktérium
sejtfalaban is megtalalhaté (pl. Shigella és Salmonella fajokban is), altalanosan
elfogadott, és széles korben alkalmazott immunogén agens szeptikus sokkos

modellekben.

1.5.1. Az LPS a Gram-negativ baktérium sejtfalanak alkotorésze

A Gram-negativ baktériumokat a kiilvilag feldl sejtburok hatarolja. Ezen keresztiil
egyrészt transzportfolyamatok zajlanak, masrészt meghatdrozd szerepe van a
baktériumsejt és a gazdasejtek kapcsoloddsaban, az immunoldgiai folyamatok
inicializalasaban (24,25). A sejtburok rétegei: a citoplazmamembran, egy peptidoglikan
réteg, a kiils6 membran, és a kettd koOzotti periplazmatikus tér (1. abra). A

lipopoliszacharid a baktérium kiilsé membranjanak alkotorésze (25,26).

Lipopoliszacharid
0

Kiilsé
membran
Peri- \
plazmatikus < || | e &)Y )
tér o,
—— - M—

.l'ﬂ 00 4 X/ *"‘:I""‘ ‘,:"
Citoplazma ~NOoooo0nnnemOnnE
membran  A0ODOVORODOOOE P

Tapanyagkoto
fehérie  Hordoz6 fehérje peptidoglikén

1. abra: A Gram-negativ baktérium sejtfala. (Forras: (27)
alapjan).
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A peptidoglikan réteg N-acetil-gluk6zaminbol és N-acetil-muraminsavbol allo
poliszacharid lancokbol, és azokat Osszekotd peptidekbdl épiil fel. Gram-negativ
baktériumokban vékonyabb ez a réteg, mint a Gram-pozitivakban, benne a keresztkotések
szama is alacsonyabb, igy stabil, de rugalmas vazat ad. Tobbféle antibiotikumcsoport
(penicillinek, cefalosporinok) tamadaspontja ez a réteg (24,25,28).

A periplazmatikus tér a citoplazma membran ¢€s a kiilsé membran kozott helyezkedik el.

Szabad és kotott allapotu lipoproteineket €s ionokat tartalmaz. A lipopoliszacharid
szintézisben is szerepe van (25,29,30).

A kiils6 membran aszimmetrikus lipid kettosrétegének  kialakitasdban a

lipopoliszacharidok, foszfolipidek ¢s fehérjék vesznek részt (25,26). A membran belsd
oldalan foszfolipidek, mig a kiilsé felén lipopoliszacharidok vannak. A peptidoglikdn
réteghez lipoproteinekkel kapcsolodik. A membran stabilitasaért a Ca* és Mg®* ionok a
felelések. A kiils6 membran belso része hidrofob, és nagy molekulakat nem enged at,
ugyanakkor a tapanyagok konnyedén atdiffundalnak rajta, igy egyes antibiotikumok
(lincomycin, clindamycin) szdmara is atjarhatatlan. Hidrofil kiilsé felszine ellenallova
teszi a baktériumot az emésztOnedvekkel, fagocitdzissal, komplement rendszerrel
szemben. A lipopoliszacharid jelenléte alapvetden meghatdrozza a membran
tulajdonsagait, nem ismert olyan Gram-negativ baktérium, mely LPS hianyaban

szaporodoképes lenne (24,26-30).

1.5.2. Az LPS szerkezete

Az LPS tulajdonsagai alapjan harom f6 szerkezeti részbdl all: O-specifikus oldallanc (O-
antigén), az oligoszacharid mag (core) és a lipid-A (2. abra). Az egyes részek kovalens
kotéssel kapcsolodnak egymashoz (23,25).

O-specifikus oldalldnc: Ez a molekula a bakteridlis sejtburok kiilvilag felé es6 része,

amely ismétlodo egységekbdl allo polimer. Az alegységek 2-8 kiilonb6zd, néha azonos
cukormolekulabol, glikozid kotéssel jonnek létre. A polimerizaltsag foka igen valtozo (n
= 20-40), nagy heterogenitas észlelhetd, ez az oldallanc az endotoxin legvaltozékonyabb
része (31). Eléfordulhat, hogy az O-oldallanc génje(i) deletalodnak, igy mérete
redukalodik, vagy egyaltalan nem szintetizalodik (32). Az ilyen lipopoliszacharidot
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hordoz¢ baktériumokat R-mutansnak (rough/riicskos) formanak nevezik, mig a vad torzs
sima telepeit S-formanak (smooth/sima). Az R-forma telepek elveszithetik megbetegitd
képességiiket (32,33).

Oligoszacharid mag (core): A core régid belsé és kiilsé magra kiilonitheté. Nem mutat

nagy valtozékonysagot, ellentétben az O-oldallanccal, igy kevésbé erdteljes antigén
hatassal bir, de R-mutidnsok esetén ez is beindithatja az ellenanyag termelést. A kiilsd
mag hexdzokbdl all: D-gliikoz, D-galaktoz, N-acetil D-gliikozamin. A belsé mag heptozt
és 2-keto-3-deoxioktonsavat (KDO) tartalmaz. Minden endotoxin tartalmaz KDO-t vagy
egy hasonlé molekulat, szintézisének gatlasa a Gram-negativ baktérium pusztulasahoz

vezet (23-34).
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2. abra: A bakterialis LPS altalanos szerkezete. (Forras:
(23) alapjan) Roviditések: KDO: 2-keto-3-deoxioktonsav;
Hep: heptuldéz; NGa: galaktozamin; NGc: glikozamin;
Gal: galaktéz; Glc: gliikoz.
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Lipid-A: Ez az LPS legkevésbé variabilis része, ez mutatja a legkisebb valtozatossagot a
kiilonb6z6 baktériumtorzsek kozott, és ez felel a szervezeten beliili toxicitasért, mivel
kapcsolatba 1ép a gazdaszervezet immunrendszerével (25,29,31). Féként cukorbol
(glikézamin), foszfatcsoportbdl és hosszu szénlancu zsirsavakbol all. A molekula vazat
két D-glikozamin képezi, melyek B-1,6 kotésben kapcsolodnak egymashoz. Ez
kiilonleges helyzet, mert eddig az endotoxin Lipid-A-jan kiviil ilyen helyzetii
kapcsolodast nem taléaltak. Erre a vazra, amid és észter kotéssel 6-7 db hosszu szénlancu
zsirsavlanc kotédik, melyek lehetnek PB-hidroxi-mirisztinsav, laurinsav, mirisztinsav,
palmitinsav  (23-26,28,31,33,34). A zsirsavak biztositjak a lipopoliszacharid
hidrofobicitasat és lipofil jellegét, mely lehetévé teszi a membran lipid kettds rétegébe
valo beagyazodasat. fgy a Lipid-A-t tekintik a lipopoliszacharid endotoxikus
tulajdonsagaért felelds molekularésznek (23-34). Azonban a teljes értékii biologiai hatas
kifejezddéséhez sziikség van a teljes lipopoliszacharid molekulara, ugyanis a térszerkezet

kialakulasa el6segiti az endotoxin kdlcsonhatasat a szervezet sejtjeivel (35).

1.5.3. A TLRA jelatvitel

A TLR4 elsddleges funkcioja, hogy felismerje a patogén eredetli exogén molekuldkat
(PAMP), legfoképpen a Gram-negativ bakteridlis eredetlieket (pl. LPS), melyek a
véraramba keriilve elsésorban a makrofagok aktivacigjat eredményezik. A jelenlegi
kutatasok szerint a TLR4 részt vesz a sériilt szovetekbdl és nekrotikus sejtekbdl szdrmazo
endogén eredetli molekulak (DAMP vagyis damage-associated molecular pattern
mulecules) felismerésében is, melyek szintén egy erés proinflammatorikus valasz
aktivaciojat indukaljak (34,36).

A TLR4 receptor a Toll-szer(i receptorok csaladjaba tartozik. (Magat a Toll fehérjét
elészor Drosophila muslincaban fedezték fel, mint a dorso-ventralis tengely
kialakulaséaért felelds esszencialis fehérjét, illetve mint a velesziiletett immunrendszer egy
korai formajat (37,38).) A TLR4 aktivacidja tobb jelatviteli utat indit meg. Eml6s
sejtekben LPS-hatasra szamos interakcio torténik, példaul az LPS-ko6té fehérje (LBP =
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lipid bindig protein), a CD14, az MD2 ¢és a TLR4 kozott (38). Az LBP egy szolubilis
akut-fazis protein, mely kozvetleniil koti az LPS-t (LPS/LBP), ¢és elésegiti a CD14
fehérjével torténd kapcsolat kialakulasat (LPS/LBP/CD14). A CD14 fehérje egy glikozil-
foszfatidil-inozitol segitségével a membranba horgonyzott protein (mCD14), de
szolubilis formaja is 1étezik (sCD14). Makrofagokban és monocitdkban az mCD14, mig
endotél sejtekben az sCD14 jellemzé (34,38). Endotél sejtekben a TLR4 a
plazmamembran és a Golgi kozott cirkulal (34). Makrofagokban és monocitakban az
LPS/LBP/CD14 komplexben a CD14 feladata, hogy eldsegitse a komplex kapcsolodasat
a TLR4/MD2 receptor-komplexhez, és szabalyozza az LPS felismerését (20,34,38). Az
MD2 egy szolubilis fehérje, mely extracellularisan, nem kovalensen kot6dik a TLR4-hez,
¢és annak hianyaban is kozvetleniil képes kapcsolodni az LPS-hez (38) (3. abra). Az LPS
felismerése sordn a TLR4 receptor homodimerizalodik, és intracelluldris TIR doménjének
segitségével képes toborozni a downstream targeteket (38). A TLR-ek citoplazmatikus
része nagyon hasonlit az interleukin-1 receptor csalad intracellulalaris részéhez, ezért
Toll/IL-1 receptor (TIR) doménnek nevezziik (21,34). A TIR domén esszencialis a
jelatvitel szempontjabol, mert akar egy pontmutacio jelenléte is ebben a doménben teljes
funkciovesztéshez vezet, hianyaban nem alakul ki az LPS-valasz (38,39). 5 db TIR-

domén tartalmu adaptor protein van:

e aMyD88 (myeloid differentiation primary response gene 88)

e aTIRAP/MAL (TIR domain-containing adaptor protein, MyD88-adapter-like)
e a TRIF (TIR domain-containing adaptor including IFN-5)

e aTRAM (TRIF-related adaptor molecule)

e aSARM (sterile a and HEAT-Armadillo motifs-containing protein)

A kiilonbozé Toll-like receptorok mas-mas kombinaciéban hasznéljak az adaptor
proteineket, hogy elinditsak a downstream jelatvitelt (38). Ezen adaptor proteinek
szerepének a tisztazasaban fontos feladat jutott az adott adaptorra génkiiitott egerekkel
késziilt tanulmanyoknak (38). MyD88-hianyos egerek rezisztensnek bizonyultak az LPS-
indukalta szeptikus sokkra, a vad tipusu egerekhez képest elhanyagolhaté mértékben
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voltak képesek az NF-kB transzkripcios faktor aktivalasara, de emellett az I-es tipusu
interferonok ¢és génjeik indukalhatok voltak (38,40). A TIRAP-hianyos egerek
fenotipusaban hasonléan viselkedtek, mint az MyD88-deficiens egerek (38,41). A TIRAP
szintén a sejtmembranhoz horgonyzott adaptor protein, feladata, hogy eldsegitse a
MyD88 ¢és TLR4 citoplazmatikus TIR doménjei kozotti kapcsolatot, és elinditsa a
MyD88-fiiggd jelatviteli tvonalat (20,34,38). Szamos tanulmany ramutat, hogy a
mirisztoilacioval a membranhoz kapcsoldod6 TRAM, ¢és az ehhez kapcsolodd TRIF
szabalyozza a MyD88-fliggetlen jelatvitelt (38). A SARM szerepe még nem teljesen
tisztazott, de Carty és munkatarsai ramutattak HEK293 sejtvonalon végzett kisérletikben
a TRIF-medialt jelatvitelben betdlott negativ regulator szerepére (38,42).
Osszességében, a jelenlegi ismeretek szerint, az LPS altal kivaltott TLR4 jelatvitel két £&
utra kiilonithet6: a korai, vagyis a MyD88-fiiggd, ¢és a késéi, vagyis MyD88-fliggetlen
(TRIF-fiiggd) utvonalakra (3. abra) (20,34,38).

/N

MyD88-fiiggé MyD88-fiiggetlen
utvonal utvonal

NF-xB
Proinflammatorikus I-es tipusu
citokinek interferonok

3. abra: Az LPS/TLR4 jelatvitel
makrofagokban és monocitikban Lu és
munkatarsai szerint. (Forras: (38) alapjan)
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1.5.4. A MyD88-fiiggd jelatvitel, a “korai” ut

A TIR domén mellett a MyD8S8 tartalmaz egy ugynevezett halal domént (DD vagyis death
domain) is, mely képes mas DD-tartalmti molekulékat aktivalni (20,34,38). LPS hatasra
a MyD88 DD-je aktivalja a szintén DD-t tartalmaz6 IL-1 receptor asszocidlt kinaz 4-et
(IRAK-4). Az IRAK-4 az IRAK csalad tagja, tartalmaz egy DD-t és egy kinaz domént
(KD) is (20,34,38). Mindez a plazmamembranhoz ko6tott modon torténik. A MyDS88
kapcsolodik végiil az IRAK4, IRAK1 és IRAK?2 IL-1R-kapcsolt kinazokhoz. Ezeknek az
aktivalt proteineknek a hiperfoszforilaciojat okozza, melyek igy képesek a TNF-receptor
asszocialt faktor 6 (TRAF6) molekulahoz csatlakozni (4. abra) (20,22,34,36,38,43).
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4. abra: A MyDB88-fiiggd és -fiiggetlen jelatviteli utak Molteni és munkatarsai
szerint. Roviditések a szovegben. (Forras: (36) alapjan)
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Konformécidvaltozas kovetkeztében az IRAKI1/2/4/TRAF6 komplex levalik a
receptorrdl, és kolcsonhatasba 1ép a TGF-B-aktivalt kinaz 1-el (TAK1) és a TAK1-koto
fehérje 2 és 3-mal (TAB2/3), mely igy a TAK1 és TAB2/3 foszforilaciojat eredményezi
(44). Végil az egész komplex a citoplazmaba helyez6dik, ahol az aktivalt TAK-1
egyrészt aktivalja az IKK-t (IkB kinaz, IKKo/B/y) (45). Az aktiv IKK foszforilalja az IxB-
t (inhibitor of kappa B), melynek hatasara az degradalodik, igy az NF-xB transzkripcios
faktor felszabadul a gatlas aldl, és a sejtmagba jutva (NLS — nukleéris lokalizacids
szigndl) proinflammatorikus gének transzkripcidjat okozza és fokozza. Masrészrdl a
TAKI1 fehérje, mint MAPKKK (=MAP3K vagy MEKK7, mitogén aktivalt protein kinaz
kinaz kinaz), foszforlilalja a MAPKK-okat, melyek a tovabbiakban a MAPK-okat
(ERK1/2, JNK ¢és a p38) foszforilaljak. Ezen MAP kindz kaszkad aktivalodas tobbek
kozott az AP-1 transzkripcidos faktor aktivacidjat is eredményezi (4. abra)
(20,22,34,36,38,43).

A MyD88-fiiggd utvonal egyik legfontosabb kulcsszerepldje (20,46) az evoliciosan
konzervalt TRAF csalad 7 tagjanak egyike, a TRAF6 (44,45,47,48), melynek aktivacioja
a csalad legtobb tagjadhoz hasonléan a MAP kindzok és az NF-kB aktivacidjdhoz vezet.
A csalad tagjai C-termindlis régiojukban erdsen konzervalt TRAF doménnel
rendelkeznek, mely segitségével képesek érintkezni a TNF receptor csalad tagjaival
(TRAF vagyis TNF-receptor asszocialt faktor) (20,46). Az N-terminalis résziik kevésbé
konzervalt, a TRAF6 4 cinkujj motivumot és RING domént is tartalmaz (20,46). A
TRAF6 RING doménje katalizalja a TRAF6 auto-ubikvitinacidjat az Ubcl13/Uevl A
ubikvitin konjugalé dimer enzimkomplex segitségével (20,45,46). Az ubikvitin
monomerek egymashoz kapcsoldodasa Lys-63-on keresztiil torténik, ami a Lys-48-
kapcsolt (K48) ubikvitinaciotol eltéréen nem proteoszomadlis degradaciot, hanem
aktivaciot eredményez (20,45). A poliubikvitinacié 3 enzim részvételével zajlik, egy
ubikvitin aktival6 enzim (E1), egy ubikvitin konjugalé enzim (E2, ami jelen esetben az
Ubcl13/UevlA enzimkomplex) és egy ubikvitin ligdz enzim (E3, ami jelen esetben a
TRAF6). A poliubikvitinalt TRAF6-ot felismeri a TAB2 és a TAB3, ezek kotddése vezet
a TAK1 aktivalodasahoz, ami foszforilalja az IKK-t (4. abra). A kovetkezo 1épésben az

IkB foszforilacidja meginditja annak K48-poliubikvitin-medialt proteoszomalis
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enzimek, példaul az IRAK1 és az IKK komplex reguldtoros alegysége (IKKy vagy
NEMO) poliubikvitinacidjaért is felelés. A TRAF6 bioldgiai funkcidi kozé tartozik
tobbek kozott az ubikvitin lancok szintézise, az autoubikvitinacid, az NF-kB-aktivacio,

az oszteoklaszt differenciacio indukcio és a IKK aktivalas (44,45,47-49).

1.5.5. A MyD88-fiiggetlen jelatvitel, a “késol” ut

A MyD88-fiiggetlen jelatviteli ut aktivalodasa soran a TLR4/MD2 komplex létrejottét
kovetéen a komplex endocitdzisa torténik (4. abra), melyben a CD14-nek kulcsszerepe
van (36,50,51). Az endoszomahoz kapcsolodo TRIF egy fontos TIR-domén tartalmt
adaptor protein, mely a MyD88-fiiggetlen jelatviteli utat szabalyozza. Kulcsfontossaga
szerepet tolt be az IRF3 transzkripciés faktor szabdlyozdsa mellett az NF-xB
transzkripcids faktornak az un. “késdi fazisu” aktivaciojaban, és a MAP kinazok

aktivacidjaban is (20,34,38).
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5. abra: A MyD@88-fiiggetlen jelatviteli ut Lu és
munkatarsai szerint. (Forras: (38) alapjan)
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A keletkezett endoszoma a TRIF-en és a TRAM-on, illetve a TRAF3 (TNF receptor-
associated factor 3) aktivalasan keresztiil indukalja az IRF3 (IFN regulatory factor 3)
binding kinase 1) és az IKKe-on (Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit
epsilon vagy Inducible | kappa-B kinase (IKKi)) keresztiil (4.,5. és 6. abra). Az IRF3
transzkripcids faktor az I-es tipust interferonok termelését segiti (36). A TRIF C-
terminalis régidja tartalmaz egy RHIM-et (Rip homotypic interaction motif), ami
szabalyozza az interakciot a szerin/treonin kinaz RIP1-el (Receptor interacting protein-
1). A RIP1 szintén fontos eleme a TNFa altal kozvetitett “késdi fazisu” NF-xB
jelatvitelnek, mechanizmusa egyeldre ismeretlen (52). Egy tanulmany szerint a RIP1
hianya az NF-kB jelatvitel hibajahoz vezet (38), és a RIP17/MyD88” kettds génkiiitott
egér embiondlis fibroblaszt sejtvonalak esetén sériil az NF-kB aktivacid, azonban a RIP1

nem felelds az LPS indukalta IRF3 aktivacioért (5. és 6. abra) (38,53).

1.5.6. A MyD88-fiiggd és —fiiggetlen jelatviteli utak kézotti kapcsolat

Fertdzés (tobbek kozott LPS) hatasara is, a szervezetben 0sszetett, egymassal sok helyen
kolesonhato, kapcsolodo jelatviteli utak indulnak meg, igy nem meglepd, hogy a MyD88-
fliggd és a TRIF-fiiggd utvonalak kozott is sikertilt kimutatni Gn. cross-talk-ot. Korabbi
kutatdsok a TRIF N-termindlis doménjén TRAF6-kotd helyet talaltak, a két fehérje
kozotti interakciot leirtak (20,52,53), igy bizonyitott, hogy a TRAF6 sziikséges mind a
korai, mind a kés6i NF-xB aktivaciohoz (52). A Lys-63-on poliubikvitinalodé RIP1-nek
szintén szerepet tulajdonitanak a két utvonal k6zotti kapcsolatban (45,53,54) (4. és 6.

abra).
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légzési
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6. abra: A TLR4 jelatviteli utak 6sszefoglalo abraja Antus szerint. Roviditések a szovegben.
(Forras: (55))

1.5.7. A MAP kinazok szerepe

A mitogén-aktivalt-protein kindz (MAPK) transzdukcios kaszkad

A MAPK kaszkad egy evoluciosan Osi szerin/treonin specifikus protein kinaz jelatviteli
ut. Fontos szerepe van a fertézések elleni harcban, evoluciosan konzervalt jellegénel
fogva az ¢élesztdgombakban és az emlds sejtekben is hasonld mdédon megy végbe, elemei
foszforilacioval és defoszforilacioval szabalyozodnak (56). Szamos mas jelatviteli uttal
kombinalodva foszforildlni tudnak szdmos proteint (transzkripcidés faktorokat,
citoszkeletalis fehérjéket, kindzokat és mdas enzimeket, ezaltal befolydsolhatjdk a
génexpresszidt, metabolizmust, sejtosztddast és —morfologiat, illetve a sejtek talélését)
(6.abra). A MAPK utvonalak szamos patologias folyamatban is érintettek, mint példaul

a rak, vagy egyéb betegségek (21,56).
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A MAPK csaladba t6bb, funkcionalisan kiilonb6z6 kindz-alcsalad tartozik. Az ERK-
alcsaladba tartozé molekuldk mitogén- és differencialddasi jeleket kdzvetitenek, mig a
tovabbi két csoportba sorolhatd kinazok a stressz €s a gyulladasi citokinek altal kivaltott
valaszban vesznek részt (13). Idesoroljuk a stressz-aktivalt proteinkinazokat
(Stress Activated Protein Kinases (SAPK)) és a Jun-terminalis kinazokat (Jun N-
terminal kinase (JNK)), valamint a p38 MAPK-t, amely a magas ozmolaritas és a reaktiv
oxigéngyokok altal kivaltott stresszvalaszt kozvetiti. Az ERK, a SAPK/INK és a p38
MAPK-utvonal mdés-mas ,upstream” kindazokat foglalnak magukba, ¢és mas
transzkripcids faktorokat aktivalnak. Az egyes utvonalak kozott egylittmiikddés all(hat)
fenn. Az aktivalt MAP-kinazok dimerizalédva kolcsonhatasba keriilnek a magba valo
transzlokaciot eldsegité fehérjékkel. A sejtmagban Ser-Pro és Thr-Pro motivumokkal
rendelkezé szubsztratokat foszforilalnak, és korai aktivacios géneket aktivalnak, mint a
c-fos, c-jun és c-myc (13). Minden MAPK futvonal tartalmaz egy 3-szintli kinaz
kaszkadot, mely all egy MAP kindz kinaz kinazbol (MAPKKK, MAP3K, MEKK,
MKKK), egy MAP kindz kinazbol (MAPKK, MAP2K, MEK, MKK) ¢és egy MAP
kinazbol (MAPK). 4 6 MAPK kaszkad csoportot kiilonithetiink el emlds sejtekben, az
ERK1/2-t, a p38-at, a INK/SAPK és az ERKS5 (Big MAP Kinase (BMK)) kaszkadot. Ezek
a MAPK kaszkadok tehat kettds foszforilacioval aktivalédnak egy jellemzd tripeptid-
motivumnal, ami a kiilonb6z6 utvonalaknal mas és mas: ERK: Thr-Glu-Tyr; p38: Thr-
Gly-Tyr; JNK: Thr-Pro-Tyr. A MAP kinazok tobbek kozott aktivaljak a kovetkezd
transzkripcios faktorokat: ELK-1, ATF-2 (activation transcription factor-2), CREB
(CAMP responsive element-binding protein) és az AP-1 (57,58).

1.5.8. Az NF-kB és AP-1 transzkripcios faktorok

Az NF-kB transzkripcios faktor egy Drosophildktol emberig megtalalhato, konzervativ,
heterodimer fehérje (50 és 65 kDa), mely kotédni képes kozel 200 gén enhancer
régidjahoz. Tobbek kozott a gyulladasos citokinek (TNF-o, IL-1p, IL-6 és IL-12)
transzkripcidjat segiti, az apoptotikus folyamatokban szerepet jatszo fehérjékét gatolja,
igy a sejtek tuléléséért nagymértékben felelés (57-59). Befolyasolja a prosztaglandin,

INOS, COX2 fehérjék génjeit is, emellett fontos szerepe van a proliferacioban. Szdmos
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rakos elfajulasban konstitutivan aktiv (melanomékban, tobbféle, hormonfiiggetlen
emloérak tipusban, prosztatardkban, holyagrakban), gatlasa jo célpontnak tlinik a
daganatellenes terapiaban (60). Normal, nem osztddd sejtekben nem aktiv, mert a
citoplazmaban talalhatd inhibitor fehérje, az IkB kapcsoldodik hozza, mely lefedi a
nuklearis lokalizacids szignalt, igy nem keriilhet be a magba. Aktivacidja citokinek,
novekedési faktorok, bakterialis termékek, oxidativ stressz, stb. hatasara torténhet.

Az AP-1 (aktivator protein) dimer transzkripcids faktorok csoportja szintén szerepet
jatszik a gyulladdsos folyamatokban a velesziiletett immunrendszer részeként.
Csoportjaba tobbek kdzott homo- (pl. c-Jun) és heterodimer (pl. c-Jun/c-Fos) komplexek
tartoznak, melyek transzkripcios faktorként miikodnek, transzkripcio ¢és direkt

foszforilacio altal szabalyozodnak. (61,62) Dimerizacio utan a célgének promoter illetve

crer

1.5.9. Akt jelatviteli ut

A proto-onkogén, 3 izoformaval rendelkezd, szerin/treonin kindz Akt (méasnéven protein
kindz B = PKB) fehérje jelatvitele néhany éve a tudomany fokuszaba keriilt, mert f6
szerepet tulajdonitanak neki tobb, kiilonbozd sejtfunkcid szabalyozasaban, tgymint a
metabolizmus, ndvekedés, proliferacid, vaszkularizaci6, talélés, transzkripcid ¢és
proteinszintézis. Az Akt-jelatvitel foszfoinozitid-3-kinaz (PI3K) segitségével fokozza a
foszfatidil-inozitol-3,4,5-trifoszfat (PIP3) képz6dést tirozin kinazok, integrinek, B- és T-
sejt receptorok, citokin- és G-fehérje kapcsolt receptorok és mas hatasokra (63,64). A
PIP3 membranhoz vonzza a PDK1 kinazt (phosphoinositide-dependent kinase 1), egy, a
jel tovabbitasaban fontos molekulat, igy az foszforilalni tudja az Akt-t a Thr308-as
pozicidban. A teljes aktivalashoz sziikség van a Serd473-as foszforilacidjara is, melyet
szamos fehérje katalizalhat, tobbek kozott az mTORC2 (mechanistic target of rapamycin
complex-2), a PDK2, ILK (integrin-linked kinase) vagy a DNA-PK (DNA-dependent
protein kinase). A foszforilaciokkal aktivalt Akt szamos fehérjét befolyasol, tgymint
eNOS, FOXO, BAD, p21, p27, mialtal hatdssal van a fent emlitett folyamatokra, igymint

tulélés, proliferacio, angiogenezis, migracio, sejtndvekedés. A bakterialis LPS is képes
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aktivalni a PI3K/Akt jelatvitelt monocitakban és makrofagokban (65,66), igy az NF-xB
jelatvitelben is szerepet jatszik, foszforilalja tobbek kozott az IKKa-t.

Az Akt PI3K-tdl fiiggetlen, alternativ jelatviteli szabalyozé mechanizmusok is ismertek,
példaul Yang és munkatarsai kimutattak (67), hogy novekedési faktor stimulacio
kovetkeztében az Akt kinaz végigmegy egy Lys63 tipust ubikvitinaciéon, ami nagyon
fontos az Akt membran lokalizacioja és foszforilacidja szempontjabol. Az ERK
(extracellular signal-regulated kinase) a tirozin kinaz receptorok fel6l érkezé aktivalo
jeleket az mTOR komplex gatlasanak feloldasan keresztiil kdzvetiti, ezaltal eldsegitve az
Akt Ser473-as foszforilaciojat (68,69).

A jelat negativ regulacioja tobb ponton is megvalosul, pl. a PTEN (phosphatase and
tensin homologue) a PIP3 defoszforilaciojat végzi PIP2-vé, ezaltal visszafogva az
aktivalasi kaszkadot (58,70). Az oxidativ stressz inaktivalja a PTEN-t és az inaktivacio

megndvekedett PIP3 szinthez vezet, mely végiil az Akt Gitvonalat is aktivalja (70).
1.6. A szepszis diagnézisa

A szepszis korai diagnézia rendkiviil fontos, de nehéz feladat, mert a mikrobioldgiai
eredmények a mintavételt kovetéen csak tobb napos késéssel érkeznek, és az is
el6fordulhat, hogy az eredmény fals negativ (15). Emellett a szepszis elsé biokémiai jelei
sem kiilonithetdek el konnyen minden esetben a nem fert6zés okozta betegségek
tiineteitdl, esetleg nehezen is felismerhetéek. Az utdbbi években sokan kutattak a szepszis
legkorabbi (a beteg felvételét vagy allapotrosszabbodasat kovetd néhany oran beliili),
specifikusan megjelend markereit, mediatorait. A legtobb kutatdsi eredmény szerint
elsGsorban a citokinek, kemokinek (TNFa, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12) és receptoraik szintje
emelkedik meg (71-73), viszont ezek legtobbje szivelégtelenség, égési sériilések vagy
trauma esetén is emelkedett értékeket mutatnak, tehat diagnosztikailag nem tekinthetéek
specifikusnak. Az akut fazis reakcio a szervezet fertézésre vagy traumadra (pl. égés) adott
gyors, védekezd valasza, mely soran a majsejtek altal termelt fehérjék mennyisége a
plazmaban hirtelen megndvekszik. Az akut fazis valaszban és a szeptikus folyamatok

kialakuldsédban is a TNFo, az IL-1 és az IL-6 a legfontosabbak, melyek f6 forrasa a
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makrofag sejt. Az altaluk okozott hatdsok is atfedéek, de az akut-fazis fehérjék
szintézisében és a szeptikus tiinetek eldidézésében mas-mas mértékben vesznek részt
(13). A kés6bbiekben mas faktorok is aktivalodnak, illetve ezek is szamos mas faktort
aktivalnak. Charalampos Pierracos és Jean-Louis Vincent Sepsis biomarkers (74) cimi
munkdajukban 178 korabban leirt biomarker hatékonysagat ¢s diagnosztizalasban vald
hasznalhatosagat elemezték. Megallapitottak, hogy a klinikumban legaltalanosabban
hasznalt biomarkerek a C-reaktiv protein és a prokalcitonin, de sokan vizsgaltak a
kiilonb6z6 citokinek és kemokinek (tumor nekrozis faktorok, interleukinek, HMGB-1
stb.), sejt markerek (CD14, CD163, stb.), kiilonb6z6é receptorok (TNFR, citokin és
kemokin receptorok, Toll like receptorok, Fas-receptor, stb.), koagulacids (antitrombin,
fibrin, protein C és S, stb.) és egyéb biomarkerek (E/L/P-szelektinek, VCAM-1,
substance-P, lipopoliszacharid-k6t6é protein, laktat, stb.) szintjének valtozasait is. Ezek
koziil tobbet is specifikus markerként irtak le. Szintén Pierracos és Vincent (74)
tanulmanya szerint érdemes tobb biomarker kombinaci6jat hasznalni a diagnozishoz, de
szdmos marker inkabb a szepszis kimenetelérdl, sulyosbodasi esélyérdl ad prognozist.

Az utobbi évek kutatasainak eredményeképpen elétérbe keriilt a nem-kodold genom,
azon beliil is a mikro RNS-ek (miRNS) szerepe. Szdmos kutatas rdmutatott, hogy fontos
biologiai szabalyozd szerepiik van a teljes vagy részleges mRNS gatlasban, ezaltal a
fehérje expressziora. A miRNS-ek kb. 22 nukleotid hosszisaga kis RNS-ek,
megtalalhatok a szérumban vagy a plazmdban is. Jonéhany betegségben, koztik a
szepszisben is, bizonyos miRNS-ek expresszios szintjének valtozasa jellegzetes, igy
biomarkerként hasznalhatok (75). Wang és munkatarsai tanulmanyukban (75) 166
szepszises betegben a miR-223-at, a miR-499-5p-t, a MiR-122-t és a miR-193b-t
vizsgaltak, hogy a szepszis biomarkerének tekinthetdk-e. Ezek koziil a miR223 ¢és a
miR499-5p alkalmasnak bizonyult a szepszis és a szeptikus sokk elkiilonitésére is.
Chatterjee és munkatarsai mar 2011-ben ramuttatak a miR-146a miRNS szerepére
Mycobacterium tuberculosis fertézést kovetéen (76). A miR-146a negativ “‘feedback”
regulatora a TLR jelatvitelben az irak-1 ¢és traf6 géneknek, ezaltal az NF-«B
transzkripcids faktor aktivalodasanak, ami ezaltal csokkent IL-6, IL-1b és TNFa

expresszidhoz vezet (77,78).
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Mivel a szepszis egy komplex szindréma, szamos szerv ¢és szovet karosodasat okozhatja,
ezért altalaban tobb marker vizsgalatara van sziikség a diagnozishoz. A klinikumban
elterjedt biomarkerek a C-reaktiv protein, mely egy, a majban termel6édé akut-fazis
fehérje, a gyulladasos stimulust kovetden 4-6 oraval, citokin hatasra kezd emelkedni a
szintje, maximumat 36-50 ora elteltével éri el (15,79-81). A prokalcitonin egy 13 kDa
molekulatomegli glikoprotein, a kalcitonin hormon prekurzora, a pajzsmirigy C-
sejtjeiben termelddik, normal szintje a szérumban alacsony, de bakterialis infekcid esetén
novekszik. Az infekciot kovetd 3-4. déraban kezd ndvekedni a szintje, és 6-24 6ra mulva
éri el a maximumat (79-81). Kevéssé érzékeny biomarker a CD64, mely a neutrofil
granulocitdk egy konstitutivan expresszalt sejtfelszini receptora. Infekcio hatasara
jelentésen nd az expresszidja, a bakteridlis opszonizacidban ¢€s a fagocitdzisban fontos.
Lipopoliszacharid-kot6 fehérjével (LBP) egyiitt mérve a szepszis és a SIRS elkiilonitésére
is alkalmas lehet (81). Biomarkerként hasznaljak még a MARCO (Macrophage Receptor
with Collagenous Structure) fehérjét, mely a makrofagok 1épben és nyirokcsomokban
(13). Az MSR (macrophage scavenger receptor), ll-es tipust trimer membranreceptor,
bakterialis (LPS) és viralis (dsRNS) komponenseket, oxidalt LDL-t (ateroszklerotikus

folyamatok) és korosan glikolizalt anyagcsere-termékeket (cukorbetegség) ismer fel (13).
1.7. A szepszis kezelése

Az Egészségiigyi Minisztérium szakmai iranyelve: 4 sulyos szepszis és a szeptikus sokk
kezelése cimii iranymutatasaban (11) részletes instrukciokat ad a kezelésekre, és azok
megbizhatosagara vonatkozdan. Az iranyelv kimondja, hogy “a sulyos szepszis és a
szeptikus sokk hatékony kezelésének elengedhetetlen része a korai diagnozis, illetve a
veszélyeztetett betegek azonositdsa. Ennek érdekében sziikséges a stlyos infekcidk gyors
mikrobiologiai diagnosztizalasa, és a relevans biokémiai és hematologiai vizsgalatok
eredményeinek ismerete. A sulyos szepszis €s a szeptikus sokk allapotdban 1évo betegek
nagy része tartés gépi lélegeztetést és/vagy akut veseelégtelenség miatt

hemodializisterapiat igényel.” (11)
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A kiadvany szerint a szeptikus goc sebészi kezelése mellett ajanlott az akér kombinalt
antibiotikum-terapia, viszont az endotoxin-ellenes monoklonalis antitestek adasa, a
interleukinok antagonizaldsa, az arachidonsav-anyagcsere modositasa (COX-gatlas
ibuprofennel) nem ajanlott. Kortikoszteroidok alkalmazasa csak elhuz6do esetekben
ajanlott, oxigén-szabadgyok csapdak koziil az N-acetilcisztein (NAC) és a szelén nem
ajanlott, a xantin-szarmazékok hatasa még nem bizonyitott. Az interferon-y, a G-CSF ¢és
a foszfolipaz A2 (PLA2) kezelés hasznossaga sem bizonyitott. Novekedési hormonok
adasa nem ajanlott. Kutatasra érdemes, de bizonyitasig nem ajanlott a hemofiltraci6 és a
plazmaferezis alkalmazasa. Poliklonalis immunterdpia csak szigora koriilmények kozott
(felndtteknél, szeptikus sokk esetekben) ajanlott. Az oxigénterapia hasznossaga
bizonyitott, de nem minden tipusa ajanlott, illetve egyedileg elbirdland6. Fontos emellett
a keringési elégtelenségek kezelése pl. krisztalloid- vagy kolloidterapidval. Mig a
vértranszfizid hatdsa nem bizonyitott, a gyogyszeres keringéstdmogatas (vazopresszin,
noradrenalin, dopamin) ¢és a perctérfogat novelése (dobutamin) sziikséges. A
vesekarosodds kezelésére hemodializis lehet sziikséges. A  szeptikus sokk
patogenezisében fontos szerepe van a koagulacios rendszer aktivalodasanak, és a
korfolyamat eldrehaladtaval az alvadasi zavar kiemelkedd szerepet jatszik a kiilonbdzo
szervi diszfunkciok kialakuldsaban €és a mortalitds fokozodéasaban, igy a szubkutan
heparin ¢és az aktivalt protein C kezelés lényegesen csokkenti az Gn. 28. napi mortalitas
esélyét. Az ajanlas szerint “nincs specifikus terdpia a gasztrointesztinalis rendszer és a
maj mikodészavaranak kivédésére, igy alapvetd fontossaglh a hemodinamikai és
oxigenizacios egyensuly fenntartasa, splanchnikus vazokonstrikciot okozo gyogyszerek
adasanak keriilése, stressz ulkusz profilaxis és a minél korabbi (par)enteralis taplalas
bevezetése” (11). A kialakuld anyagcserezavar kezelése szintén fontos, a szepszis okozta
inzulin-rezisztencia (ami gyakran a szepszis elsd tiinete) miatt sziikséges egy intenzifikalt
inzulinterapia. Sziikséges lehet zsirsavak bevitele, de modszere még kérdéses, mig
aminosavak koziil a glutamin ajanlott, a vitaminoknak és nyomelemeknek a hasznossaga

nem bizonyitott (11).
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2. Az oxidativ stressz

Az oxigén a fotoszintézis melléktermékeként jelent meg kb. 2,5 milliard évvel ezel6tt. Az
els6 fotoszintetizald ¢éldlények a cianobaktériumok lehettek, és az altaluk termelt oxigén
feldasulasa a kornyezetben — az addigi redukald jellegii 1égkor helyett — fokozatosan
oxidativ légkort eredményezhetett. A 1égkdrben ennek kovetkeztében megndvekedett
molekularis oxigén szint szelekcids nyomasként nehezedett a mikroorganizmusokra
(82,83), igy eldidézte az oxigén hasznositasanak kialakulasat. Az aerob él6lényekben
kifejlédtek olyan enzimek, melyek képesek az oxigén redukcidjara (7. abra). A
belélegzett molekularis oxigén a mitokondriumban talalhat6 1égzési lancban termindlis
elektron akceptorként van jelen, melynek vizzé redukéladsahoz 4 elektron és hidrogén
ionok sziikségesek (melyeket a lebont6d folyamatok sordn képzddd redukalt koenzimek
biztositanak). Az oxidaci6 kozben felszabadul6 energidval a szintén a mitokondriumban
talalhatd ATP-szintaz komplex az életfolyamatokhoz sziikséges ATP molekulakat allitja
eld (oxidativ foszforilacid). Ha az oxigén redukcidja valamiért nem teljes, akkor reaktiv
oxigén intermedierek (ROI vagy reactive oxygen species = ROS) képzddnek, ez az aerob
organizmusok életfolyamatainak természetes velejaroja. Ezek az un. ROS-ok kémiailag
tobbnyire igen reaktivak, de élettartalmuk altaldban rovid (82,83). A reaktiv oxigén
intermedierek minden makromolekulat, de féleg a lipideket, fehérjéket ¢s a DNS-t
karosithatjak (7. abra), ezaltal szerepet jatszanak kiilonb6zd betegségek, mint pl. rak
(ahol novelik a c-fos, c-jun és c-myc protoonkogének expressziojat) (83) és kiilonbozo
neurodegenerativ rendellenességek kialakulasaban, de az 6regedés folyamataban is (82).
Az oxidativ légkor kialakulasaval parhuzamosan, az oxigén karos formaival szemben
védekez6 mechanizmusoknak kellett kialakulniuk (83,84). A ROS-ok 1étrejottét és karos
hatdsait az antioxidans védelmi rendszerek probaljak kikiiszobolni. Oxidativ stresszrdl
akkor beszélhetiink, ha felborul az egyensuly a védelmi rendszer és a ROS keletkezése
kozott, ami a szabadgyokok feldusulasdhoz vezet. Ezt tobb dolog is eldidézheti, pl. az
antioxidans enzimeket kodold gének mutécidja, gyulladésos folyamatok vagy a ROS
tulzott mértékii megjelenése, a ROS-t generald anyagok tulzott jelenléte vagy a 1égzés

nagyaranyu fokozodasa miatt (82).
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Szabad gyokok kialakulhatnak endogén modon, a szervezetben, a 1égzési lanc miikodése
vagy gyulladas kovetkeztében, a mieloperoxiddz, a xantin oxidoreduktaz, a NADPH
oxidaz, a lipoxigenaz, a cikloxigendz, a prosztaglandin szintdz enzimek ¢és mikroszomalis
oxidacio (ER) kovetkeztében. Emellett exogén forrasbol (kémiai és fizikai eredetii
stressz) is eredhetnek: kornyezeti hatasok, mint pl. az 6zon, levegdszennyezés, cigaretta
fiist, ho, sugarzas (UV, X-ray, y), nyomas, redoxpotencial valtozas, ozmotikus viszonyok
megvaltozasa, tapanyagok és a viz hidnya, toxikus anyagok, xenobiotikumok, peszticidek
¢és egy¢b antifungalis szerek jelenlétébdl adodoan (85).

Osszességében a szabad gyokok szarmazhatnak az alabbiakban leirt modon az oxigéntdl
(ROI vagy reactive oxygen species = ROS), emellett a nitrogéntél (RNI vagy reactive
nitrogen species = RNS), a ként6l (RSI vagy reactive sulphur species = RSS) és a klortol
( RCl vagy reactive chlorine species = RCS) is, de a biologiaban és az orvostudomanyban
a ROI és az RNI a két legjelent6sebb prooxidansnak tekinthetd csoport (85). A ROI és az
RNI gyakran egyiitt felelések az oxidativ stressz kialakulasaért, a reaktiv gyokok

rrrrr

2.1. A reaktiv oxigén intermedierek (ROI) kialakulasa

Az O2molekula spin elrendezddésnek alapallapotban nincs nagy reaktivitdsa. Az oxidativ
reakciokban az oxigén vagy aktivalodik fotodinamikai folyamatok sorédn, igy egy instabil
elektronpérral rendelkezé tin. reaktiv szinglet oxigént eredményez (*O2), vagy végigmegy
négy egy—elektronos redukcios folyamaton (pl. 1égzési lanc), melynek soran reaktiv
oxigén gyokok alakulnak ki (7. abra). A redukcids sor alkalmaval eldszor egy szuperoxid
anion gyok jon létre (O27), amely tovabb redukalodik egy Ujabb elektron felvételével
peroxid ionna (O2%). Ezalatt az oxigén-oxigén kozotti kovalens kotés erssége csokken.
Az alapallapoti Oz esetében a két atomot két kovalens kotés tartja 6ssze, ami az O2"-nél
masfélre és a O2*-nal pedig egy kovalens kotésre csdkken (82). A peroxid ionbél tovabbi
redukcid soran hidroxil gyok (‘OH) és viz keletkezik, végiil a hidroxil gydk az utolso
redukcios 1€épésben ujabb vizzé redukalodik. Az oxigén toxicitdsa tehat a beldle konnyen

képz6dd szabad gyokoktol (minden olyan kémiai anyag, amelynek kiilsd
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elektronorbitaljan egy parositatlan elektron van, a protonok szamatol fliggetlentil), illetve

az erds oxidalo hatast hidrogén-peroxidtol ered.

Molekuldris Szuperoxid Hidrogén Hidroxil Viz
oxigén anion peroxid gyok &
€ [-3 e e
O,so—=0,"m H,O, o ‘OH
2 5 lfb 20, R> 0) > H,0
H* H,0
NO* Atmeneti
Jfémek
(oL Cul, Fell)
Peroxinitrit OoNOO /' HbFe
H* \
ferryl haem

Fehérjek, ’
lipidek és 2
DNS
karosodasa

Fehérje, DNS-bazis és lipid eredeti reaktiv gydkok,
Oxidativ valtozisok a lipidekben, proteinekben és a DNS-ben

7. abra. Az oxigén molekula négyelektronos redukciéja vizzé, és a
folyamat soran létrejoheté reaktiv oxigéngyokok hatasanak
kiovetkezményei Gutteridge és Mitchell abrazolasaban. (Forras: (86)
alapjan)

2.2. A reaktiv oxigén intermedierek fiziologias jelentésége

Szabalyoz6 medidtorokként fontos szereplik van a jeldtviteli folyamatokban, hiszen
szamos ROS-szabalyozott folyamat védi a sejteket az oxidativ stressztdl €s allitja vissza
aredox egyensulyt azaltal, hogy befolyéasolnak fiziologiai folyamatokat, mivel képesek a
transzkripcids faktorok vagy mas kulcsenzimek aktivitdsaért felelés redox-szenzitiv
doméneket modifikalni. A HIF-1a szabdlyozasa 4ltal szerepiik van hipoxia esetén, sot, a
HIF-1o szamos metabolikus enzim szabalyozasaért is felel (pl. laktat dehidrogenaz A,
piruvat dehidrogendz kindz 1), és az elektrontranszport lanc bizonyos -citokrém
komponenseinek expresszidjat is regulalhatja (85). A mitokondrialis ROS-nak szerepe

van az inflammoszoéma aktivacidjaban, ¢és fontos szignalmolekuldk gyulladésos
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folyamatokban. A szamos védekezd funkcidért felelés NOD-szerli receptorok
termelddéséért. A nitrogén monoxidnak fiziologids szerepe van az értonus
szabalyozasaban a szolubilis guanilat ciklaz aktivalasan keresztiil. Apoptdzis soran a
citokrom c¢ €s mas proapoptotikus fehérjék kidramlasaért is feleldsek lehetnek a reaktiv
oxigén intermedierek (85). Fontos szerepiik van a korokozokkal szembeni védekezésben
is (8. abra). A fagocita sejtek a membranhoz kotott NADPH-oxidaz komplex
segitségével az Oz egy—elektronos redukcidjat hajtjak végre. Ezt hasznaljak fel szamos
baktérium elpusztitdsara: a baktérium kapcsolatba kertil a fagocita sejtmembranjaval, ami
korbeveszi azt, és a NADPH-oxidaz altal 1étrehozott szuperoxid (O2™) H202-da atalakulva
atjut a korokozoba és karositja (elpusztitja) azokat (87). llyenkor az immunrendszer
polimorfonukleéris leukocitdi (fagocitdk, monocitdk, makrofagok) a korokozokkal
szemben fokozott O, termeléssel védekeznek a NADPH-oxidaz és mieloperoxidaz
enzimek segitségével (84,87).
Fagolizoszéma

Neutrofil
sejtmembran

H0,  H0
N4

GSH @GSSG
N~

NADP+© NADPH
o

(1) NADPH oxidaz
(2) Szuperoxid diszmutaz
(3) Mieloperoxidaz

(4) Katalaz/Glutation peroxidaz\

(5) Glutation reduktaz G6P € 6PG
(6) Gluzoz-6-foszfat ; s
dehidrogenaz GSH/GSSG = redukalt/oxidalt

glutation
HOCL: = hipoklorit

8. abra: A fagocitak hatasmechanizmusa, “respiratory burst” Hassan (88) szerint. A fagocita

mebranjaval érintkezd baktérium indukélja az ott taladlhaté NADPH-oxidazt és olyan proteinek

s

bekeriilt baktériumot a fagocita altal termelt reaktiv oxigén gyokok karositjak. (Forras: (88))
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Azon személyeknél, akiknél hidnyzik egy genetikai sériilés miatt a fagocitakban a
NADPH-oxidaz funkcidja, 1étrejohet a bor, a tiidd, a m4j és a csontok krénikus fertdzése,

amely gyakran id6 el6tti halalhoz vezethet (83).

2.3. A reaktiv oxigén intermedierek (ROI) karosité hatasai és a védekezo

enzimrendszer

A szuperoxid gyok (02" ") legnagyobb mennyiségben a mitokondriumban, a terminalis
oxidacio soran termelddik, de keletkezhet az endoplazmatikus retikulumban, a kevert
funkcidjii monooxidazok (flavin dehidrogenazok, xantin oxidéaz, stb.) miikodése soran, a
kloroplasztiszokban, kiillonb6z6 vegyiiletek (auto)oxidacidjakor, illetve az {n.
,respiratory burst” soran (87). A szuperoxid gyoknek (O2" ") egy parositatlan elektronja
van, az oxigénnél reaktivabb, de mivel viszonylag stabil, akkumuldlodhat a sejtekben, €s
képzddésének helyétdl tavolabbra is diffundalhat. Oxidalni tud atmeneti
fémkomplexeket, organikus szubsztratokat, kapcsolodni képes fémekhez ¢és mads
reaktivabb oxigén intermedierré is alakulhat. A fehérjék Fe-S klasztereit teszi tonkre a
Fe(IIl) redukalasaval. A felszabadulo vas tovabbi karosodasokat okozhat. Oxidalodva
hidrogén-peroxidda alakulhat. A O™"2 oxidalja a fenolokat, katekolamint, tokoferolt, a
kiilonbozo tiolokat (82,84). A szuperoxid vizes kozegben gyorsan atalakul molekularis
oxigénné és hiperoxid-anionna: H* + 20", —— HO™; + O,. Savas kdzegben, mint
amilyen a fagocita-vakuolum vagy a sejtmembranok mikrokornyezete, a szuperoxid
protonalodik (82). Protonalt formajaval, a perhidroxigyokkel (HO™2) sav-bazis egyensulyt
alkot: H* + O, *—— HO". AHO"; oxidalo hatasa erésebb, mint a O™ —&, és annal
joval citotoxikusabb hatast, lipofil lévén, konnyebben behatol a lipidmembran
kettésrétegbe, lipidperoxidaciot okozva (89). A szuperoxiddal a tiolok is kdnnyen
oxidalodnak az S—H kotések OH kotésnél savasabb jellege miatt (R -SH — R -S~
—» R-S—» R-S-S-R).

Az ER membranja citokrom-Psso komplexet tartalmaz, ami egyrészt monooxigenaz
funkciot 1at el, masrészt xenobiotikumokat, karcinogén agenseket, peszticideket €s a sejt

sajat zsirsavait és szteroidjait hidroxilalja. Tovabba tobb, bioldgiailag fontos molekula
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oxidacioja soran is keletkezik O>™ (pl. glicerin-aldehid, FMNH_, FADHo, tiol-vegyiiletek,
stb.) (83).
A fent leirtak alapjan minden ¢l6 rendszer termel szuperoxid gyokot, mely nem

enzimatikus (ld. kés6bb) vagy enzimatikus aton, szuperoxid diszmutdz (SOD) katalizalta

folyamatban, redukéalodik tovabb hidrogén-peroxidda (20, + 2H* — H.0, +
02). A SOD-ok metalloproteinek, tobb tipusuk van a benne 1év6 fémion szerint: réz-cink
szuperoxid diszmutaz (CuZnSOD), mangan tartalmi (MnSOD) és vas tartalmu (FeSOD)
szuperoxid diszmutazok. A prokaridétakban és az eukariota mitokondriumokban (és csak
a féemldsok citoszoljaban), valamint a novényi kloroplasztiszok matrixdban,
membranjaban glioxiszomakban csak MnSOD van, mig a citoplazméban, a lizoszémak
matrixaban, és a novényi peroxiszomakban csak CuzZnSOD (84). Ezekben az ionok
pozitiv toltést kdlcsondznek az aktiv helynek, igy a szuperoxid gyok és az aktiv hely
kozott elektrosztatikai kotés alakul ki, és mikdzben a szuperoxid gyokot redukaljak
hidrogén peroxidda, a fémionok kiilonb6zé redox-allapotokon haladnak végig, ami
allando, kis mennyiségii H20> termelését jelenti a sejtben. A FeSOD a MnSOD rokona,
foleg a prokariotakban talalhato, de eléfordul protozoakban és néhany névényben is (84).
A hidrogén-peroxid (H202) az €16 szervezetben szamos modon keletkezhet, pl. xantin
oxidaz, glikoz oxidaz vagy szuperoxid diszmutdz enzim miikddése kovetkeztében. A
H202 a legkevésbé reakcioképes terméke szamos oxiddz reakcionak, ez a hidrogén-
peroxid f6 endogén forrasa. Tovabba szamos flavin tartalmu oxidaz (pl. a ndvényi
peroxiszomakban megtalalhato glikolat-oxidaz), vagy az eukariotak peroxiszomajaban az
aminosavak deaminacidjat végz6 aminosav-oxidazok is részt vesznek a H20:
termelésében. Szadmos enzim kozvetleniil is termel H202-ot, mint pl. a monoamin oxidéz,
vagy a galaktdz oxidaz, de a mitokondrium, a mikroszomak és a fagocitald sejtek is
termelik. A H202-nak parositatlan elektronjai nincsenek, viszonylag stabil, igy
akkumulalodhat a sejtekben, és képz6désének helyétdl tavolabbra is diffundalhat (82,83).
A O2" gyokkel szemben képes atjutni a bioldgiai membranokon, és a bejutasi helyétdl
elvandorolva is kifejtheti karos hatasait. Kozvetleniik enzimeket, pl. glicerinaldehid-3-
foszfat dehidrogenazt (GAPDH) (90), oxo-savakat (piruvat, glioxalat) és mas biologiailag
fontos vegylileteket (pl. telitetlen zsirsavak, tiolok) oxidalhat, a fehérjék Cys és Met

34



oldallancait is karositja. Fémkatalizalt reakcidja Fe**-ionnal a rendkiviil reakcidképes
‘OH (hidroxilgyok) képzddéséhez vezet (82,86,91).

A H20, semlegesitésére a hem tartalmu kataldz (CAT) enzimek, és kiilonb6zo
peroxidazok szolgalnak. A katalaz enzim tetramer szerkezeti hem enzim, minden
alegysége tartalmaz egy vas tartalmu hem csoportot, az aktiv helyhez kotve. A benne 1évo
vas oxidacios allapotanak megvaltoztatasaval a H2O2-ot bontja H2O-ra és Oz-re (2 H20>
— 02 + 2 H20). A sejten beliil megtalalhatok kisebb mennyiségben a
kloroplasztiszokban, = mitokondriumban,  endoplazmatikus  retikulumban.  F6
lokalizaciojuk azonban a peroxiszomakban van, ahol a zsirsavak B-oxidaciojaban részt
vevd enzimek (glikolat-oxidaz, urat-oxidaz, flavoprotein-dehidrogenazok) altal termelt
H202-ot bontjak el (92).

A peroxidazok a katalazokkal egyetemben a H>O> semlegesitéséért felelosek, a
plazmamembranban és a mitokondrium bels6 membranjaban lokalizalodnak. A
legjelentdsebb peroxidaz a glutation-peroxidaz (GPx), mely szelént tartalmaz (az ¢leszték
az eml6ésok glutation-peroxidazaival szemben szelenociszteint nem tartalmaznak),
képesek a hidrogénperoxid és a szerves peroxidok mellett a nem vizoldékony, foszfolipid
peroxidokat is elbontani, igy igen nagy szerepik van a membrankarosodasok
megakadalyozasaban. A GPx kis H202 koncentracio esetén a f6 védekezo6 rendszer, de a
H20: toxikus, nagy koncentracioi esetén a katalaz is mitkodésbe 1ép (83). A H20: és alkil-
hidroperoxidok redukaldsaban a tioredoxin-peroxidaz is részt vesz, tioredoxint
felhasznalva, az oxidalddott tioredoxinok visszaredukalasat a tioredoxin reduktaz végzi
NADPH felhasznalasaval (93).

A legfontosabb hidroxilgyok ("OH) termelék azok a vas tartalmt, kis méret, ,,transit
pool” molekulak, melyek nagy tomegii molekulakkal (ATP, GTP, szerves savak, vagy
membran lipidek) képeznek kelatokat vagy komplexeket (83). A hidroxilgyok 1étrejohet
vizes kdzegben a Haber-Weiss reakcid alapjan ill. pl. vas jelenlétében a Fenton-tipusu

folyamat soran:
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O + HO, —» 02 + OH + "OH 1.

Fe¥* + O —» Fe?* + O, 2.
Fe** + H,0, — Fe** + "OH + OH’

O, + HO, —» 'OH + OH + O

Ha harom elektron 1ép be az O, molekulaba, akkor a kdtésrend leesik, mar nem elegendd
a két O atom egybetartasahoz. Ilyenkor Oz (H20) és O™ (OH") keletkezik. A hidroxil
szabadgyok a legreaktivabb szabadgyok. Azonnal elreagdl a kornyezetében 1évo szerves
vegyiiletekkel, igy csak a képzddésének helyén okoz karokat, a sejtekben nem
akkumulalodik (82,89,91). A lipidek lancreakcidszerii peroxidalédasat okozza, a
telitetlen zsirsavlancokat tdmadja, lanctorést okoz. A reakcidk soran képzodd aldehidek
¢s dialdehidek szintén toxikusak, a DNS és RNS kérosodésat okozhatjak (a cukor részen
lanctorést okozhatnak, de a bazisokat is modosithatjak). A hidroxil szabadgydk fehérjék
késobb keresztkotések kialakulasahoz vezet, szintén lanctorést okozhatnak. Hidroxilezi a
Phe-t, Tyr-t és Arg-t, keresztkotéseket alakit ki a Tyr-ok, Hys-ek és Lys-ek kozott. A
hidroxilgydk a sejt minden molekuldjaval képes reagalni: cukrokkal, aminosavakkal,

foszfolipidekkel és mas szerves savakkal is (82,89,91).
2.4. A reaktiv nitrogén intermedierek (RNI) fiziologias és karosito hatasai

A reaktiv nitrogén intermedierek kozé tartozik a nitrogén monoxid gyok (NO°), a
nitrozénium kation (‘NO2), a nitroxil anion (NO™), nitrogén oxid gyok (NO2- ) és a
peroxinitrit (ONOQO").

A NO- gyok a prekurzora mas reaktiv nitrogén intermediereknek, és magasabbrendii
szervezetekben L-argininbdl keletkezik nitrogén oxid szintaz (NOS) hatasara. A NOS

enzimeknek 3 formajuk van: neuronalis, endotelidlis €s indukalhaté (n/e/iNOS). El6bbi

36



kett6 konstitutivan expresszalodik, mig az iNOS patogénekre (pl. LPS) adott valaszként
transzkripcionalisan regulalt (85) (9. abra).

A nitrogén-monoxid gaz az emlGs szervezetben fontos szabalyozd szerepet tolt be.
Alapveté eleme neuroldgiai, fizioldgiai és immunoldgiai folyamatoknak: cellularis
jelatviteli molekula és ingeriiletatvivé anyag, amely részt vesz szamos fizioldgiai és
patologias folyamatban. A NO egyik fontos sejten beliili feladata, hogy reverzibilisen,
poszttranszlaciosan modosithatja a proteineket, a tiol és cisztein csoportok S-
nitrozilacidja altal. Emellett a guanil-ciklaz aktivitasanak befolyasolasa révén a cGMP
szint emelkedéséért felelds. Fontos sSzerepe van az apoptdzisban, a
keringésszabalyozasban, illetve idegrendszeri neurotranszmitterként a Szinaptikus
plaszticitas, a kognitiv funkciok, a memoria és szamos neuroendokrin szabalyozasi

folyamatéban.

L-arginin 0,
S stimulacié
sLquSu ?]lc? NOS fagocitézis | NADPH
alta hatasara oxidaz
Y
nitrogén-monoxid szuperoxid-anion

)

Nlo \. / \sop

egyéb reaktiv

nitrition —> termékek - -~ hidrogén-peroxid
NO, (pl. peroxinitrit) H,0,
| ONOO" e
. A , \\ A
nitration hidroxilgyok
NO, OH-
RNI ROI

9. abra: Az erosen antimikrobialis hatasu reaktiv oxigén- és
nitrogéngyokok keletkezése a fagocitasejtek aktivaciéja soran.
(Abra forrasa: (13))

Az immunrendszer gyulladasért felel6s sejtjei, a makrofagok és neutrofilek, nitrogén-
monoxidot termelnek, melyek RNI-ké alakulva antimikrobialis és tumorellenes hatast
fejtenek ki a gazdaszervezet védelme érdekében, de sajnos emellett a szervezetre is a

ROS-hez hasonl6 sulyos karosito hatasuk lehet (94).
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A vérben a nitrogén-monoxid az oxidalt hemoglobin hemcsoportjdhoz kotédve nitratta
alakul, mig a SOD enzimek felel6sek a szuperoxid gyokok eliminalasaért, aminek sajnos
a nitrogén-monoxidhoz vald affinitdsa nagyobb, mint magahoz az enzimhez, igy ha a
nitrogén-monoxid €s a szuperoxid gyok egymas kozelében keletkeznek, akkor azonnal a
rendkiviil reakcioképes, erés oxidativ hatasu peroxinitritté egyesiilnek, ami a
membranok anioncsatorndin atjutva a sejtek kozott is diffundalhat, igy sokféle, sulyos,
kiterjedt karosodast okozhat. Gyulladasos viszonyok k6z6tt (9. abra) a nitrogén-monoxid
¢és a szuperoxid helyi képzddése is akar ezerszeresre fokozodhat, és igy a peroxinitrit
szintje akar egymillidszorosara is, ami igen karos a kornyez6 szovetekre, tobbek kozott

stlyos szivizom és agyi karosodasokat okozhat (94).
2.5. Lipid eredetii gyokok és a lipidperoxidacio

Az oxigén ¢és nitrogén eredetli szabadgyokok tevékenysége kovetkeztében kialakulod
egyéb reaktiv gyokok (10. abra), pl. szerves hidroperoxidok (LOOH), lipid-peroxil
gyokok (LOOY), a lipidek (tovabbi) peroxidacidjdban jatszanak fontos szerepet. A
szervezetbe keriild, vagy ott képz6dd szabadgyokok eldszor tobbnyire a lipideket alkotd
zsirsavmolekulékat tdmadjék meg, mert a benniik levé kettds kotések nagyon érzékenyek
az oxidaciora (83,91,93-95).

A perhidroxil gyok (HO?") a O2™, és a "HO protonalodasaval keletkezik. A hidrogén atom
telitetlen zsirsavaktol szarmazik (LH), amelyekbdl deprotonalodéssal lipid-alkil gyokok
(L") keletkeznek. A L* —6t molekularis oxigén oxidalja és LOO" keletkezik, ami ujabb
LH-val reagalva LOOH-t és L'-t eredményez, és a reakcio kezdddik el6lrél (89,96). Ez a
lancreakcidok sajatossagaibol kovetkezden mar néhdny szabadgyok is rendkiviili
karosodéasokat idézhet el6. Az inicidcids folyamatot, vagyis a lipidperoxidacid elsd
1épését valamilyen kiils6 vagy belsd hatas inditja meg. A masodik 1€pcsd, a propagécio,
az elébbinél sokkal intenzivebb folyamat, ugyanis a szabadgyokok a telitetlen zsirsavak
kettés kotéseivel lépnek reakcioba, s ennek eredményeként wjabb szabadgyokok

keletkeznek (10. abra).

38



O R

Iniciacié L|p|dgyok

Telitetlen lipid

% % %

Lipid peroxid Lipid peroxil gyok Telitetlen lipid

»>

\
g I —"LOO ~.OOH TLO —

1 ke +Fe? Lipidek
O, —| szabadgydkos
vFer peroxidacidja

Oz—’HzOz—T_’ HOCI ——LOO
oxiddz

Neutrofil

10. abra: A lipidperoxidacié folyamata Vickers (97) és Panasenko (96) abrazolasaban. (Forrasok:
(96,97))

A folyamat a termindcioval, vagyis nem gyok jellegli termékek (példaul aldehidek)
képzddésével zarul. A folyamat soran szabadgyokok ,,lopnak™ elektronokat a sejthartya
lipidjeitdl, sejtkarosodast eredményezve, mely folytatddik a szabadgyokok lancreakcios
mechanizmuséval. Ez leggyakrabban a tobbszordsen telitetlen zsirsavakat érinti, mert
ezek szamos dupla kotést tartalmaznak (95). A lipidperoxidacio 3 f6 1épésbdl all:

iniciacio, propagécio, terminacio.
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1. Iniciacid — kezdeti szakasz

Az iniciacid az a 1épés, ahol a zsirsavakbol a szabad gyokok képzdédnek. Egy peroxid-
mentes lipid-rendszerben a peroxidacié kezdetét a ROS-ok timadasa okozhatja, melyek
képesek egy hidrogén atomot levalasztani a metilén-csoportrol, ezek a hidrogének nagyon
magas mobilitdsiak. Ez a tdmadds konnyen general szabad gyokot a tobbszordsen
telitetlen zsirsavakbol. A zsirsavakban a kettés kotések jelenléte gyengiti a C—H
kotéseket. Az ¢él6 sejtekben az iniciator elsésorban a hidroxilgyok (‘HO), mely a

hidrogénatommal reagalva vizet és zsirsav gyokot general (95).

—CHy— + OH — = —CH— + H,0
/\=/E/\=/
hidrogén elvonas l H

¢ Ujrarendezddés

konjugalt dién —

l 0, felvétel

3 peroxil gyok
11. abra: Molekularis atrendezdédéssel konjugalt
diének keletkeznek, melyek aerob feltételek mellett
képesek az oxigénnel reakciéba lépve létrehozni
peroxil gyokot (ROO"). (Forras: (95))

2. Propagicio — kiterjedés szakasza, lancreakcid

A zsirsavgyokok nem nagyon stabil molekuldk, igy azonnal elreagalnak a molekularis
oxigénnel, mialtal peroxil-zsirsav gyokok keletkeznek. Ez sem stabil gyok, igy reakcioba
1ép mas szabad zsirsavakkal, kiilonb6z6 zsirsav gyokoket 1étrehozva, hidrogén-peroxidot
vagy ciklikus-peroxidot, ha elreagal 6nmagaval. Ez a ciklus addig folytatodik ugyanigy,
mig 0j zsirsav van jelen. A peroxil gyok képes H-t elvonni mas lipid molekulaktol

(szomszédos zsirsavtol), kiilondsen olyan fémek jelenlétében, mint pl. a réz vagy vas, igy
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egy autokatalitikus lancreakcidohoz vezet. A peroxil-gyok H-nel reakcidba 1épve adja a
lipid-hidroperoxidot. Ez a reakci6 jellemzi a propagacios fazist leginkabb (95):

—CH— + —CH,— —» —CH— + —C'H—

0 Q
o o)
H

3. Terminacid — befejezés

Mikor egy gyok reagal, mindig egy ujabb gyokot produkal, ez az oka annak, hogy a
folyamatot lancreakcionak hivjuk. A reakcid leallitdsanak egyetlen modja, hogy
mikdzben két gyok reagal egymassal, létrehoznak egy nem-gyok fajtat. Ez az, ami
torténik, mikor a gyokok koncentracidja elég magas ahhoz, hogy eléggé megnovekedjék
a valoszinlisége annak, hogy két gyok valdban egymasba iitkdzik. De az él6 szervezetek
kifejlesztettek kiillonboz6é molekuldkat, hogy elkapjak a szabad gyokoket, gatoljak ezeket
a peroxidacidés folyamatokat, és megvédjék a sejtmembrant és mas sejtalkotokat

(83,91,93-95).

2.5.1. A lipidperoxiddcio termékei, hatdsai

A lipidperoxidacié soran keletkezett peroxil ¢és alkoxil gyokok, aldehidek
(malondialdehid = MDA, 4-hidroxinonenal = HNE) és mas termékek stlyosan karositjak
a fehérjéket (82). A membranok, és a benniik 1évé fehérjék szintén karosodhatnak a
lipidperoxidacio alatt. A fesziiltségfiiggd K*-csatornak esszencialis szerepet jatszanak az
idegszovetek és a sziv elektromos aktivitdsaban, karosodasuk szivritmuszavarhoz és a
neuronok halaldhoz vezethet. A mitokondriumban a matrix enzimeit és az elektron-
transzport lanc tagjait is karosithatja, és az ubikinont is tonkreteszi (83,91,93-95).
Altalaban a lipidperoxidacios folyamat csokkenti a membranfluiditast, megkdnnyiti a
foszfolipidek kicserélodését a membran két rétege kozott, noveli a ’lyukak’ szamat a
sejthartya kettésrétegében, igy karosithatja a specifikus membrancsatorndkat (pl. Ca%*-
csatornat), €s inaktivalhatja a membranhoz kotott enzimeket (95). A membranproteinek
keresztkotései csokkentik a lateralis és rotacios mobilitast. Néhany baktériumban a DNS
a sejtmembran kozelében helyezkedik el, vagy ahhoz kapcsolddik, igy az a peroxidéacio

soran karosodhat. A mitokondridlis DNS, mely hisztonokkal nem védett, konnyen
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modosulhat a peroxidacids termékektdl. Kérosodik a riboszomalis endoplazmatikus
retikulum is, ezaltal csokkenti a sejt azon képességét, hogy szintetizaljon és exportaljon
proteineket (83,91,93-95).

Nem csak a membranok, lipoproteinek és zsivsavak azok a kettds kotéssel rendelkezd
molekuldk, melyek a peroxidéacié soran karosodhatnak. Példaul a karotenoidok és a
retinal prekurzora, az A vitamin, szintén peroxidalodhatnak. Szamos klinikailag hasznalt
antifungalis antibiotikum tartalmaz konjugalt kettés kotéseket, melyek konnyen
oxidalodnak, és ez az antifungalis hatds csokkenését eredményezi, szamos baktérium
rezisztens bizonyos antibiotikumokra, mert a bakterialis NOS enzim NO-termelése

hatéstalanna teszi az antibiotikumot (82,98).

2.5.2. A tert-butyl-hydroperoxide (t-BuOOH)

A tert-butyl-hydroperoxide (12. abra) egy, a szakirodalom altal elfogadott mesterséges

oxidalo agens, mely elsdsorban lipidperoxidaciot okoz.

HSC O\ 12. abra: A tert-butyl
>< OH hydroperoxide,
H.C (CH3)sCOOH = C4H100:2
3 CH 3 kémiai képlete. (Forras:

(99))

Elesztdvel végzett kisérleteinkhez azért ezt a hidroperoxidot valasztottuk, mert a
szakirodalom szerint (100-103) membrankarosito hatasa hasonlé a fagocitak NADPH
oxidaz — mieloperoxiddz rendszeréhez, vagyis végeredményben sokféle szabadgyokot
generalnak (ROI, RNI, RCI), és hatékonyan moédositjdk és oxidaljak a lipideket a
lipidperoxidacio soran. Metabolizmusa az 13. abran lathaté modon torténik, antioxidans

enzimek és molekulak altal.
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13. abra: A tert-butyl hydroperoxide metabolizmusa és feltételezett hatasai
(szaggatott nyilak) Martin és munkatarsai (104) nyoman. tBOOH: tert-butyl
hydroperoxide, tBOH: tert-butanol, tBO«: tert-butoxy gyok, AA: arachidonsav,
PLA2: foszfolipaz A2, GPx: glutation peroxidaz, GSH/GSSG: redukalt/oxidalt
glutation, GST: glutation-S-transzferaz. (Forras:(104))

3. Endogén antioxidans védelemi rendszer

A sejtek enzimatikus és nem-enzimatikus antioxidans védelmi rendszereket dolgoztak ki
a ROS-okkal szemben sejtalkotoik védelme és a redox allapotuk fenntartasa érdekében.
Az enzimatikus antioxidans rendszerben (14. abra) természetesen a korabbiakban
emlitett szuperoxid-diszmutdzok (SOD), katalaz (CAT) és glutation peroxiddz (GPx),
tioredoxin-rendszer (TRx) enzimei mellett szamos mas enzim is szerepet jatszik.

A nem-enzimatikus antioxidans védelmi rendszerhez kisméretli viz- vagy zsiroldékony

molekuldk tartoznak, melyek minimalizaljak a lehetséges pro-oxidansok (pl. vas- és réz-
ionok) hozzaférhetdségét: transferrinek, haptoglobinok, metallotioneinek. Ide tartoznak a
biomolekulakat védé hésokk fehérjék és a kis molekulatomegi scavanger molekulak, pl.
redukalt glutation (GSH), hiigysav, ubikinol, valamint az a-tocopherol, az aszkorbinsav,
a karotinoidok és polifenolok is (82), amennyiben endogén keletkeznek (pl. névényekben
vagy egyes allatokban), de ezek egy része exogén modon, a tdplalkozassal is a szervezetbe

viheto.
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A felsoroltak koziil a glutation az egyik legjelentdsebb, mely egy tripeptid (L-y-glutamil-
L-cisztein glicin = GSH), a prokariotaktol az eukariotakig a legtobb €16 sejtben igen nagy
koncentracidban megtalalhato (105). A GSH-t oxidalhatjak a szabad gy6kok kozvetlentiil,
vagy a GPx kozremiikodésével (14. abra).

Endogén / .- NO )
Exogén forrasok = | O, — | ONOO

SOD 1/SOD 2/S0D 3
F 2+ 0 .-
. e 2 .
OH Fenton reakcio Haber Weiss reakci OH
1 R 2GSH NADPH
R.
1 o, GSSG NADP
RO’/ ROO’ H,0+0,

14. abra: Reaktiv oxigén és nitrogén gyokok keletkezése és lehetséges sorsai
Ajuwon és munkatarsai szerint. (Forras: (85))

Az oxidacio soran a GSH ciszteinjének —SH csoportja oxidalodik, és glutation gyok (GS®)
jon létre. Két ilyen gyok Osszekapcsolodasaval jon létre az oxidalt allapota glutation
(GSSG). Az oxidalt glutation visszaredukalasat a glutation-reduktaz végzi (GR)
NADPH+H" oxidacidjaval, amit a pentdz-foszfat ciklus soran féleg a gliik6z-6-foszfat-
dehidrogendz hoz létre. A glutation részt vesz a herbicidek, peszticidek ¢és
xenobiotikumok metabolizmusaban is. A kiilonbdzé méreganyagokat a glutation-S-
transzferaz (GST) koti a GSH-hoz, ezéltal azok nem tudjak karos hatdsukat kifejteni.
Ezek a konjugatumok vagy tavoznak a sejtbdl, vagy vakuolumba zéartan bontédnak le
(106). Mivel a GSH koncentracié csokkenése a GSSG novekedésével jar, a glutation
redukalt és oxidalt formdinak aranya fontos jelzés a szevezet redox allapotara

vonatkozodan.

44



4. Exogén antioxidans védelem — a taplalkozasbol szarmazo vegyiiletek

A gyiimdlcsok, zoldségek, magvak, fliszerek és teak kivalo forrdsai a rostoknak,
vitaminoknak és asvanyi anyagoknak, de tartalmaznak tobbek kozott polifenolokat,
terpéneket, alkaloidokat, melyek hozzdjarulnak a kiegyensulyozott taplalkozashoz,
ezaltal az egészség megldrzéséhez. Legismertebb taplalkozéas-eredetli antioxidans
molekulak a C, E és A vitaminok, a karotinoidok valamint a névényi eredetii polifenolok.
A C vitamin az él6lények nagy részében endogén modon szintetizalodik (kivéve
féemldsok, tengeri malac, gylimdlcsevd denevérek és sok madarfaj), a szovetekben
magas koncentracioban van jelen, a glutation mellett a legjelentésebb antioxidans (85),
de humén szempontbdl exogénnek tekinthetd.

Az E vitaminnal egyiittmiikddve védi az LDL molekuldkat a peroxil gyokok okozta
oxidativ karosodastol (107). Az E vitamin izoformai (és a karotenoidok) a legfontosabb
antioxidansok lipofil kornyezetben, képesek lipid peroxid csoportokat hidroperoxidda

alakitani, ezaltal terminalni a lipidperoxidaciot (85).
4.1. Polifenolok és a rezveratrol

A novényvilagban masodlagos anyagcseretermékekként szintetizalodé fenolos anyagok
széles korben elterjedtek, tobb, mint 8000 tipust irtak mar le (85). Funkcioik kozé tartozik
egyrészt a pigmentacid kialakitasa, masrészt a védelem, tobbek kozott az UV fény, a
mikroorganizmusok és egyéb ndvényi kartevok (pl. gombak, rovarok, csigak) ellen,
illetve néhany enzim aktivitasanak a szabalyozasa is (85).

A polifenolok kémiai szerkezetének, szerepének és ¢€lettani hatdsainak kutatisa
napjainkban egyre inkdbb eldtérbe keriil, hiszen, holott tapértékiik nincs, szadmos
taplalékunkban nagy mennyiségben fordulnak eld (108). Bevitt szintjiikk magas a C és E
vitaminokhoz, és a karotenoidokhoz képest is, akar napi 1 gramm is lehet, taplalkozastol
fiiggben (109). Foként a vorosbor és a tea tartalmazhat jelentés mennyiségeket (akar 1
mg/ml-t) (109,110). Nyugat-Eurépaban és Amerikaban végzett kutatasok szerint, aki napi
1,5-3 dl vorosbort elfogyaszt, 50%-kal csokkenti az esélyét a kardiovaszkularis

betegségek kialakulasanak, mig a fehérborrol ez ilyen mértékben nem mondhato el (111).
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A kékszo16 szemeket (Vitis vinifera) maggal €s héjjal egyiitt erjesztik, aztan préselik, igy
a benniik talalhato fenolos anyagok konnyen atoldédnak a borba (112). A kékszdlékben
joval magasabb a fenolos komponensek mennyisége, mint a fehérsz6loben, amibdl
kovetkezik, hogy a vorosbor dsszes polifenol tartalma is szignifikdnsan magasabb (2000-
3000 mg/l), mint a fehérboré (300-400 mg/l) (113,114). Persze ez a kiilonbség nemcsak
a szOlofajtak eltérd Osszetételébdl, hanem a kiilonbozd borkészitési technologiakbol is
adodik (112). Az els6é feltételezések, miszerint az etilalkohol a kedvezd hatasa
komponens, gyorsan megddltek. Patkanyokon végzett kisérletek soran vordsboron kiviil
mas alkoholos ital nem gatolta a trombocita aggregaciot, emellett a tobbihez képest
kevésbé fokozta az alkohol okozta lipidperoxidaciot (115). A bor egyéb Osszetevoit
vizsgalva rajottek, hogy inkdbb a fenolos komponensek lehetnek feleldsek a
kardioprotektiv hatasért (113,115). ElGszor itt is a polifenolok erdteljesebb antioxidans
és gyokfogo tulajdonsaganak tudtak be a véddhatast, de a jelentés kedvezd, leginkabb in
vitro eredmény ellenére azonban a voOrdsbor kardioprotektiv hatasa mégsem
tulajdonithatd kizarolag a polifenolok antioxidans hatdsdnak, ezért mdas irdnyl
vizsgalatok elvégzése is sziikségessé valt. A vorosbor szamos polifenolt tartalmaz, f6képp
fenolos savakat, hidroxisztilbéneket és flavonoidokat (116). Mara mar szamos fenolos
anyag ¢lettani hatdsat tanulmanyoztak, mégis talan a legtobb kutatidsi eredmény a
kvercetinrdl, kurkuminrol, és a rezveratrolrol sziiletett. Utobbi a vordsbor fenolos
komponenseinek tanulmanyozasat kovetéen, az Un. “francia paradoxon”-nak nevezett
jelenség kapcsan kapott nagy visszhangot (111,117), miszerint hasonlo taplalkozasi és
¢letkoriilmények mellett, de vordsbort is rendszeresen fogyasztod térségek lakosainal
(franciak) jelentdsen alacsonyabb a kardiovaszkularis megbetegedések szdma, mint a
vorosbort jellemzéen nem fogyasztd mas, nyugati népességeknél. Mivel nem
elhanyagolhatd emellett a mediterran taplalkozas szerepe sem (kevés allati hus €s zsir,
tobb halhus, sok zoldséggel, gyiimdlccsel, emellett olivaolaj és persze a vordsbor

fogyasztasa), az Ujabban hasznalt “mediterran taplalkozas™ kifejezés helytallobb
(85,116).
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A polifenolok emberi szervezetre gyakorolt hatdsa nem teljesen ismert, de az évezredes
tavol-keleti és népi gyogyaszati megfigyeléseket mara mar szamos kutatds eredménye
tamasztja ala.

Kimutattdk a polifenolok, koztiik a rezveratrol szervezetre gyakorolt jotékony hatasat
(116,117), pl. kardiovaszkularis ¢és diabéteszes megbetegedések esetén, illetve
antioxidans, antikarcinogén, antimikrobidlis, immunmoduléns ¢és gyulladascsokkentd
szerepliket, hepatoportektiv, asztmaellenes, antiallergén (118), 6sztrogén és vaszkularis
rendszert befolyasold hatasukat (116,117,119,120). Az elmult évtizedekben a kiilonb6z6
polifenolok molekularis hatasair6l tobbek kozott az alabbiakat sikeriilt bebizonyitani:
gatoljak a xantin oxidaz, a foszfolipaz A2, a ciklooxigenaz €s lipoxigenaz, az angiotenzin
konvertaz és a cAMP foszfodiészteraz enzimeket egyarant, mialtal feleldsek lehetnek a
korabban leirt jotékony hatasokért (116,117). Lathat6, hogy sok molekularis
tamadaspontjuk lehetséges, a szerteagaz6 hatdsokért nem kizardlag egy mechanizmus
felelés. Szamos folyamatba — a specifikus gyogyszereknél kisebb affinitassal, de emiatt
kevesebb mellékhatassal is — tudnak beavatkozni. Hogy mindezt milyen molekularis
mechanizmussal érik el, még nem teljesen tisztazott, de az utdbbi évtizedek kutatdsai
szamos folyamatra fényt deritettek.

Felszivodasuk soran a bélben elsdsorban endogén fehérjékhez (pl. receptorok,
transzporterek és enzimek, intesztinum egyes fehérjéi) és az epitélsejtekhez
kapcsolodnak, vagy enzimatikus reakcio soran aktiv metabolitokat képeznek (116),
midltal minden makrotapanyag, koztik sajat felszivodadsuk hatékonysagat is
csokkenthetik. A polifenolok komplexeket alkothatnak fémionokkal, ezaltal csokkentve
a vas, réz, stb. abszorbcidjat, ugyanakkor az atmeneti fémionok megkdotése kedvezd is
lehet antioxidans szempontbol. Az egyéb komponensek, illetve a vékony- és vastagbél
mikrofloraja altal metabolizalt polifenolok végiil abszorbealédnak a vérplazméba ahol
azonban mar csak nanomolaris koncentracioban mutathatdak ki (116), az oralisan bevitt
mennyiség 1-10%-aban. Tovabbi konjugaciojuk térténhet még a majban, majd vizelettel
tirtilnek (120). A polifenolok minden formaja gyorsan kivalasztodik a szervezetbdl, a

bevételtol szamitva 2-4 6ra mulva érik el a vizeletben a maximalis szintet.
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4.1.1. Rezveratrol

A ndvényi polifenolokat két nagy csoportra oszthatjuk: flavonoidok és nem-flavonoidok.
Utébbi tartalmazza tobbek kozott a sztilbén tipust aromas fitoalexineket, ahova a
rezveratrol (cisz- vagy transz-3,4,5-trihidroxisztilbén) is tartozik (15. abra). Természetes
fungicid, patogén mikroorganizmusok (pl. sziirkepenész = Botrytis cinerea) hatasara
keletkezik a sztilbén-Szintetaz enzim segitségével. Bioszintézise a sikiminsav uton vagy

fenilalaninbdl is torténhet (117).
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15. abra: A transz-rezveratrol képlete.
(Forras: (121))

A rezveratrol nagy mennyiségben megtalalhato példaul pirosbogyos gyliimélesok héjaban
¢és levelében, foldimogyordban, kakadban, €s persze a szOlében. Az ebbdl késziilt
vorosbor sszes fenolos komponenseiben 0,1-14,5 mg/l koncentracidban fordul elé a
transz-izomer, mig a cisz-izomer el6fordulasa a borokban ennél altalaban joval
alacsonyabb, Goldberg és munkatarsai szerint ez is a fermentdcio alatt az élesztok
enzimeinek hatasara alakul ki. Fehérborokbol rezveratrol gyakorlatilag alig mutathato ki,
rosé borokban a koncentracioja a fehér- és vorosborok kozé esik (116,117).

Sajnos a polifenolokhoz hasonldan igen rossz a bioldgiai felszivodasa, emellett erdteljes
metabolizmusa (szulfatacio és gliikuronidacid) miatt a human terdpids hasznositasa
nehézkés (122). Human és patkany vizsgalatokban is kimutattak, hogy az oralisan bevitt

adag csupan egy szazaléka mutathatd ki a vérplazmabol a transz-rezveratrol gyors
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konjugacios képessége miatt (116). Metabolitjai magasabb plazmaszintet mutathatnak,
illetve akkumulalédhanak bizonyos szovetekben, sejttipusokban (pl. diabéteszes
patkanyok kardiomiocitaiban) (123). In vitro kutatasok kimutattak, hogy mind a szabad
rezveratrol, mind mesterséges konjugatumai (szulfatacid) egyarant hatékonyak lehetnek,
de folyamatonként mas-mas mértékben (124). Mindezen kutatasi eredményeket
figyelembe véve, kisérleteink sordn mi a szabad transz-rezveratrolt hasznaltuk az egér

leukémias monocita-makrofag RAW 264.7 (ECACC 91062702) sejtvonalhoz (125).
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Kardioprotektiv, neuroprotektiv, tumorellenes, csontritkulast gatlé hatas

16. abra: A transz-rezveratrol lehetséges pleiotrop hatasai, molekuldris targetjei
Nguyen és munkatarsai (116) abrazolasaban és feltételezései szerint. AKT: protein kinaz
B; AMPK: 5'-adenozin monofoszfat-aktivalt protein kindz; AP-1: aktivator protein 1; COX:
ciklooxigenaz; ER: Osztrogén receptor; ERK1/2: extracellularis szignal-regulalt protein
kinaz 1 és 2; IL-1p: interleukin-1p; MAPK: mitogén-aktivalt protein kinaz; MEK: mitogén-
aktivalt protein kindz kinaz; NFkB: nuklearis faktor kappa B; Th: T helper; TNF-a: tumor
nekrozis faktor-a. (Forras: (116))

Ezek alapjan szamos in vivo pre-klinikai és klinikai vizsgalat is sziiletett. Bonnefont-
Rousselot, a parizsi Sorbonne egyetem munkatarsa, a rezveratrol kardiovaszkularis
hatasait illetden egy Kkitind 0Osszefoglald tanulmanyt készitett (122), melyben
tablazatszerlien dsszeveti tobb, mint 25 human klinikai vizsgalat eredményét, kigylijtve a

rezveratrolnak tulajdonitott hatdsokat és mellékhatasokat is. Tanulméanyéban azt allapitja
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meg, figyelembe véve a rezveratrol jotékony hatdsait magas vérnyomds, elhizas,
gyulladés, cukorbetegség és diszlipidémai esetén, hogy a rezveratrol egy jo potencialis
farmakologiai megkozelitése lehet a metabolikus szindroma kezelésének, mikoris
fokozott a kockazata a kardiovaszkularis megbetegedések kialakulasanak (16. abra).
Viszont megfigyelései szerint nem csak a szegényes biologiai hozzaférhetdség és bevitt
adagja a kritikus, hanem a rezveratrollal torténé kezelés kezdete és hossza is. Az eddigi
tanulmanyok tobbsége szerint a leghatékonyabb mddszer rovidebb ideig, de eldre
adagolni. Ahhoz, hogy megvizsgaljdk ezeket a pontokat, és a hosszu tdva rezveratrol
adagolas hatasait, nagyobb mintaszamu, kontrollalt human klinikai kisérlet sziikséges
(122).
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V.  CELKITUZESEK
1. Rezveratrol hatasanak vizsgalata gyulladasos modellen

Az LPS Aaltal indukalt, TLR4 altal kozvetitett MyD88-fliggetlen NF-kB aktivalas
jelatvitelében mar ismert a rezveratrol gatldé funkcioja a TRAM-TRIF-TBK1
komplexben (52). Ez a gatlas TRIF fiiggd ¢s egyben MyD88 filiggetlen utvonalon zajlik.
Az is ismert, hogy a MyD88 aktivacidja elengedhetetlen a TRAF6 aktivacidjahoz, amely
az IxB aktivacigjahoz vezet, igy azt feltételezték, hogy a TRAF6 ttvonal nem vesz részt
abban a gatlasban, amit a rezveratrol 1déz eld az LPS éltal indukalt NF-xB aktivacioban.
Masrészrdl Sato és munkatarsai (126) szerint a TRAF6 kapcsolatban all a TRIF-fel és a
TBK-1-gyel, és képesek az NF-kB és az IRF-3 transzkricios faktor aktivalasara a TLR4
aktivalodasat kovetden (4. abra), igy felmeriil a kérdés, hogy pontosan mi is a TRAF6
szerepe ebben a jelatviteli itban?! Munkank sordn a rezveratrolnak a TRAF6 molekulara
kifejtett hatasait vizsgaltuk LPS-indukalt szeptikus sokk modellben, RAW 264.7 egér
makrofag sejteken. Arra kerestik a valaszt, hogy a rezveratrol funkcionalis
tdmadaspontja-e a TRAF6 fehérjének, vagyis:

1. Arezveratrol és LPS kezelésnek van-e hatasa a trafé gén expressziojara?

2. Arezveratrol és LPS kezelésnek van-e hatasa a TRAF6 molekula mennyiségére?

3. Arezveratrol és LPS kezelésnek van-e hatasa a TRAF6 molekula aktivaciojara?

4. Milyen ,downstream” jelatviteli valtozasok kovetik a TRAF6 fehérjénél

tapasztalt valtozasokat rezveratrol jelenlétében és hidnyaban, szeptikus sokk
modellben?
5. Osszességében tehat, célunk volt az LPS indukalta jelatviteli utak soran a TRAF6

szerepének tisztazasa a TLR-kozvetitett NF-«xB aktivacioban.
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2. A lipidperoxidaciot okozo t-BuOOH hatasa a hasado6éleszto sejtmembranjara

Az antioxidans mechanizmusok mellett vizsgalatuk az érem masik oldalat, nevezetesen
egy kiils6leg adott, lipidperoxidaciot okozd vegylilet, a t-BuOOH hatasat a
plazmamembran folyamatokra. Modellszervezetként az egysejtli, eukaridta hasado
élesztét, a Schizosaccharomyces pombe egy sziiléi (hyd") és annak egy t-BuOOH-
rezisztens mutansat (hyd1-190) hasznaltuk.

Korabbi munkankban publikaltuk (127), hogy a S. pombe hasaddéleszté
lipidperoxidaciora adott valaszjelenségeinek vizsgalatahoz random mutagenezissel
létrehoztunk egy lipidperoxidaciot okozd anyag, jelen esetben t-BuOOH-rezisztens
mutans torzset, jellemeztiik oxidativ stresszorokkal ¢és nehézfémekkel szembeni
tlr6képesség tekintetében, ¢és kimutattuk, hogy a t-BuOOH-rezisztencia egy
kiegyensulyozatlan redox-allapottal igy az antioxidans enzimek és molekulak folyamatos
nem jar a ndvekedés, szaporodas gatlasaval.

Ezt kovetéen a S. pombe a t-BuOOH rezisztens torzset (hyd1-190) viszonyitva a sziil6i
torzshoz (hyd+). az alabbi célok kitlizésével vizsgaltuk:

1. Létezik-e adaptécio a kiils6leg adott t-BuOOH-kezelés hatasara?

2. A mutacio(k) és a t-BuOOH-kezelés megvaltoztatja-e, és milyen mértékben, a
torzsek zsirsav- és szterinOsszetételét, ill. annak mindségi és mennyiségi
viszonyait?

3. A t-BUOOH kezelés illetve a rezisztenciaért felelds mutacié milyen hatassal van
az ¢lesztésejtek membranjanak felvételi folyamataira, elsGsorban a
membrandsszetétel valtozasanak lehetséges indikatora, a glicerin tekintetében?

4. A t-BuOOH kezelés illetve a rezisztenciaért felelés mutacio milyen hatassal van-

az élesztdsejtek plazmamembranjanak fluiditasara?
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VI.  ANYAGOK ES MODSZEREK
1. Felhasznalt vegyszerek, enzimek és antitestek

Kisérleteinkhez, ahol azt kiilon nem jeldltiik, a Sigma-Aldrich és Reanal cégektdl vasarolt
vegyszereket, puffereket, oldatokat hasznaltuk. A tobbi felhasznalt anyagot, antitesteket
stb. Id. mellékletben.

2. Modszerek

2.1. Sejtkulturak és kisérleti koriilmények

2.1.1. Sejtkultiurak

A European Collection of Cell Cultures-t61 (ECACC, Salisbury, UK) rendelt RAW 264.7
(ECACC 91062702) egér makrofag leukémia monocita sejteket (125) hokezelt fetalis
borju szérummal (10%), penicillinnel (100 U/ml), streptomycinnel (100 pg/ml) és L-
glutaminnal (4 mM) kiegészitett Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-ban (DMEM),
5% CO- koncentracié mellett, 37°C-os termosztatban tartottuk fenn. 2x10° sejtet mértiink

10 ml médiumba, 80%-0s konfluenciaig novesztettiik, majd 2-3 naponta passzaltuk oket.

2.1.2. Kezelések

A 80%-os konfluenciat mutat6 RAW 264.7 tenyészeteket foszfat-pufferrel (PBS) térténd
atmosas utan kezeltiik LPS-sel (LPS; 0127:B8, Sigma-Aldrich) (23) (végkoncentracio: 1
pg/ml) kiilonb6z6 ideig (10, 30, 60 és 120 perc) szérummentes DMEM médiumban.
Bizonyos esetekben 30 perces rezveratrol eldkezelést alkalmaztunk (végkonc.: 0,05 mM),
majd ujra atmostuk a sejteket jéghideg PBS-ben, majd 1-1 ml-ben felkapartuk 6ket a

tenyésztdedény aljarol.
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2.2. Fehérjeszintii vizsgalatok

2.2.1. Fehérjeminta készitése immunprecipiticiohoz és immunoblotthoz

A kezelést kovetden 4 °C-on 5 percig centrifugaltuk (1000xg) a sejteket, majd a pelletet
friss, jéghideg lizis pufferben vettiik fel. A lizis puffer a HEPES és NaCl mellett a
sejtfeltaraskor felszabaduléd proteazok gatlasa érdekében tartalmaz EDTA-t és EGTA-t,
melyek metalloprotein gatlok, PMSF-et, mely a szerin oldallanccal miikod6 enzimek
gatldja, a szabad SH-csoportok védelme érdekében DTT-t, mely erds redukalo agensként
Oonmaga oxidalodik a minta fehérjéi helyett, emellett tartalmaz még Na-vanadatot
foszfataz-gatloként, €és Un. ,,proteaz-inhibitor koktél”-t is. A lipidmembranok felold4sa
miatt Tween-20-at, a stirliség ndvelése érdekében glicerint is adtunk a pufferhez.

A nagyobb feltarasi hatékonysag érdekében a mintdkat haromszor 30 masodpercig jégen
szonikaltuk. Ezutan ujra centrifugaltuk az oldatot (17000xg, 10 perc, 25 °C), majd a
fehérjéket tartalmazo feliiluszot uj csovekbe pipettaztuk at.

A fehérjekoncentraci6 meghatarozdsa Lowry modositott modszere szerint tortént,
BioRad DC Protein Assay-vel (128,129). A karakterisztikus kék szinreakcio alapja, hogy
aréz lugos kozegben a fehérjék bizonyos aminosavaival reagal, és ezt kovetden redukalja
az Un. Folin-reagenst (natrium-1,2-naftokinon-4-szulfonat), ennek eredményeként 750
nm-en abszorpciés maximum jon létre. Utdbbi elsdsorban a fehérje tirozin és triptofan
részével reagél, kisebb mértékben a cisztinnel, ciszteinnel és a hisztidinnel. Ezt kovetden
BSA-bol készitett kalibracios sor segitségével a koncentracié meghatarozhato.

Azonos fehérje koncentraciokat allitottunk be a lizis puffer segitségével, majd minden
mintdhoz egyenld térfogata 4x mintapuffert adtunk (4:1). Ezt kdvetden 5 percig forraltuk
a mintdkat, majd végiil a gélbe torténd injektalas eldsegitése, és a futdsi front lathatova

tétele érdekében, 2-2 ul bromfenolkékkel festettiik meg Oket.

2.2.2. SDS poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE) és immunoblott

Gyokoket szolgaltato iniciator és katalizator (TEMED = tetra-metil-etilén-diamin és APS
= ammoOnium perszulfat) jelenlétében az akrilamid vizes oldatban polimerizéaciora képes,

és linearis polimer, Un. poliakrilamid keletkezik. Ha inicidl6 agenst (APS) is hozzdadunk,
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a lancok kozott keresztkotések képzddnek, és térhalos szerkezetli gél jon 1étre, melyben
a fehérjéket az elektroforézis soran vandoroltatjuk.

Ha a fehérjéket SDS (natrium-dodecil-szulfat) tartalmt gélben futtatjuk, akkor az
elvalasztas molekulatomeg (méret) szerint megy végbe, mivel az SDS egy erdsen anionos
detergens, ezért ha a fehérjéket ezzel kezeljiik, akkor a koztik 1évd kdlcsonhatasok
megsziinnek, az alegységszerkezet felbomlik, denaturdlédnak. Az SDS minden
fehérjének egy nagy, negativ toltést ad, amivel elfedi a fehérje sajat toltését, ezaltal kiteriti
Oket, belsd, hidrofob magjukat is fellazitva. Az SDS — fehérjekomplexek toltés/tomeg
aranya igy allando6 érték lesz, fiiggetleniil a fehérje eredeti fajlagos toltésstirtiségétol. A
kotodott SDS mennyisége egyenesen aranyos a lanc hosszéaval, vagyis a fehérjék
molekulatomegével.

egy un. ,,Stacking” (koncentralo) gélt rétegeziink, melynek akrilamid koncentracidja a
szeparaldo gélnél annyival alacsonyabb, hogy itt a molekulasziir6 hatds még nem
érvényesiil. A fels6é gél zsebeibe injektalt fehérjeminta és a futtatd puffer anionjai
fesziiltség hatasara belépnek a felsd gélbe, melyben a glicin elektroforetikus mobilitasa
alacsony, emiatt a fehérjék egy vékony savban vandorolnak az alsd, szeparald gél
felszin€ig, melyben a mobilitas megnovekedik, igy a fehérjék a tovabbiakban kiilonb6z6
fajlagos toltésiik miatt eltérd sebességgel vandorolhatnak. Ezenkiviil a szeparald gél
érvényesiiljon, ¢és a gél az elvalasztani kivant fehérjék mérettartoményaban a lehetd
legnagyobb mértékben szeparaljon. A futtatas utan a fehérjéket a gélben lathatova
tehetjiik olyan festékkel, mely nagy hatékonysaggal kotédik a hozzajuk (Coomassie
Brillant Blue), akar mar 0,1 pg fehérje is lathatova teheto igy.

A fehérjemintakbol 20 ug proteint tartalmazé mennyiséget vittiink fel egy 12%-os gél
egy-egy zsebébe. A stacking gélben 80 Volttal futtattuk, a separating gélben 120 Volttal,
kb. 1-1,5 orat, majd ezt kdvetden atblottoltunk nitrocelluléz membranra (200 mA, 60
perc). A blottolas soran a gélre szorosan raillesztettiik a membrant, majd a gél sikjara

merdleges iranyban egy TUjabb elektroforézist hajtunk végre blottoldo késziilek
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segitségével (OWL HEP-1; Thermo Scientific). Fesziiltség hatdsara a gélbdl a fehérjék —
toltésiiknek megfeleléen — a nitrocellul6z membran felszinére vandorolnak, igy a gélben
kialakult mintadzatot megorizve rogzithetjiik ket a membranon. A gélt gélfesto oldattal
megfestve (majd destain oldattal kontrasztositva) ellendrizhetjiik, hogy mennyi fehérje
maradt benne, a membrant pedig Ponceau-val festve, mely egy reverzibilis, aspecifikus
fehérjefesték, lathatova tehetjiik a membranra atkeriilt fehérje csikokat. Mieldtt egy
¢jszakara behelyeztilk volna a membranokat a gyartod altal ajanlott mddon elkészitett
elsddleges antitest oldatdba (4°C), a szabad kotéhelyeket szobahdmérsékleten 1 orat
blokkoltuk 5%-os, alacsony zsirtartalmu tejpor-oldattal. Ezt kvetéen az els6 antitestnek
megfeleld tormagyokér-peroxidaz-kapcsolt masodlagos antitest — gyartd szerint
ajanlottan el@allitott — oldataban szobahémérsékleten inkubaltunk 2 orat. Az egyes
lépések  kozott 3x5 percig mosogattuk a membrant TBST-ben. Erdsitett
kemilumineszcencia (ECL) (SuperSignal West Pico chemiluminescent substrate; Pierce
Chemical, Rockford, IL, USA) hasznalataval tettiik lathatova az elsédleges (és
masodlagos) antitesttel specifikusan jelolt fehérje csikokat, melyet rontgenfilmen
detektaltunk, majd a filmek szkennelését kovetéen a mennyiségi meghatirozast a

National Institutes of Health Image J szoftverével végeztiik.

2.2.3. Immunprecipitdcio

A fehérjemintakbol 2250 pg proteint tartalmazo mennyiséghez hozzdadtuk a korabban 30
ul anti-TRAF6 IgG-vel 1 6ran keresztiil szobahdmérsékleten inkubalt (és 150 pl-nyi PBS-
sel tobbszor atmosott) magnesgyongyot (BioMag anti-rabbit 1IgG magnetic bead) és 30
ul PBS-t, a gyart6 utasitasai szerint, majd 1 6ran at gyengén razattuk szobahdmeérsékleten.
Az inkubacidt kovetden a mintakat kétszer mostuk ,, A”, kétszer ,,B” és kétszer ,,C”
mosopufferekkel, egy magneses mikrocentrifugacsé-tartdo allvany segitségével. A
mosasok befejeztével minden mintahoz 20-20 pl 1x mintapuffert adtunk, majd 5 percig
forraltuk a mintékat, ezt kovetden centrifugaltuk (17000xg, 5 perc) dket, majd egy-egy j
csObe mértiik at a feliilluszot, mielétt hozzajuk adtunk 2-2 pl bromfenolkéket. Ezekbol a

mintdkbol azonos fehérjemennyiséget tartalmazo térfogatokat vittiink fel egy 10%-0s
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SDS-PAGE gélre, és az immunoblottnal leirt médon dolgoztunk tovabb anti-ubikvitin
els6dleges antitesttel 1:1000 higitdsban. Az el6hivast Immobilon Western el6hivo

oldatokkal (Millipore) végeztiik.
2.3. Génexpresszios vizsgalatok

Munkank soran végig igyekeztiink a 2009-ben, a Clinical Chemistry cimi folyodiratban
Bustin és munkatarsai altal publikalt an. MIQE (Minimum Information of Publication of

Quantitative Real-Time PCR Experiments) utmutatot kovetni (130).

2.3.1. Totdl RNS kivonads és reverg transzkripcio

A kezelt tenyészetekbOl a gyartd utasitasai szerint RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen)
segitségével (mely DNase kezelést is tartalmaz) vagy guanidinium-tiocianat-fenol-
kloroform extrakcioval (TRIzol) nyertiik ki a totdl RNS-t, mennyiségét és tisztasagat
IMPLEN Nanophotometer és/vagy Nanodroppal hataroztuk meg, a kovetkezd képletek
alapjan (OD=optikai denzitas):

Koncentracio = mért OD2gonm x 40 ng/pl x higitasi faktor, mivel 40 ng/ul RNS 260 nm-
nél mérhetd OD-ja = 1. A tisztasag ellendrzése az alabbi aranyszamok meghatarozasaval
tortént: OD2eor2e0 > (1,8)-2,0. Ekkor alacsonynak tekintheté a protein-kontaminacio,
illetve OD2eoi230 > 2 esetén a fenolat és tiocianat ,,szennyez6dés” is elfogadhatd. A
TRIzollal torténd izolalas soran ezt kovetden RNase Inhibitor (RiboLock) jelenlétében
DNase kezelést végeztiink (RNase-free

DNase I-gyel), majd ujra megmértiik a total RNS mennyiségét. A DNase kezelt total RNS
mindségét agardz gélelektroforézissel és/vagy Bioanalyzer 2100 késziilékkel (Agilent)
végeztiik (RIN — RNA Integrity Number).

Ez alapjan minden mintabdl azonos mennyiségii (1 pg) RNS-t irtunk at cDNS-sé RNase
H aktivitassal rendelkez6 Moloney Murine Leukemia Virus (MMLYV) eredetii reverz
transzkriptaz enzim (RevertAid) és oligo(dT) primer segitségével 42 °C-on, 60 percig, 20
pl végtérfogatban. A keletkezd cDNS mennyisége, vagyis a reverz transzkripcid

hatékonysaga az alabbiak szerint alakul: [CDNS] = [RNS] x efficiencia (131), ahol az
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efficiencia (e) a cDNS-sé atirt RNS mennyiséget jelenti, szazalékban ill. el6bbi alapjan

0-1 koz¢é es6 aranyszdmmal kifejezve (ez nem azonos az amplifikacios hatékonysaggal

(E), lasd lejjebb).

2.3.2. Primerek

Az Invitrogen™-t81 rendelt primerek tervezéséhez a NCBI referencia szekvencia
adatbazisat (Refseq mRNA) és Primer-BLAST programjat hasznaltuk, figyelembe véve az

alapvetd primer-tervezési szempontokat:

Gén Hivatkozasi Szekvencia Olvadas-  Termék
szam (5°-37) pont hossza

traf6 Forward CGTCCAGAGGACCCAAATTATG 62,9 °C

(egér) NM_009424 Reverse CCCAAAGTTGCCAATCTTCC 61,6 °C 219 bp

gapdh Forward ATTGTGGAAGGGCTCATGACC 64,0 °C

(egér) NM_008084 Reverse ~ ATACTTGGCAGGTTTCTCCAGG 61,8 °C 258 bp

2.3.3. Real-time PCR

A mintankban jelenlévé mRNS mennyiséggel elméletileg egyenesen aranyos cDNS
mennyiség meghatarozasa valos ideji, un. ,,real-time” PCR-ral tortént. A detektalashoz
SYBR Green I nevii fluoreszcens kettdsszali-DNS festéket (IQ SYBR Supermix Kit) és
a Bio-Rad MiniOpticon Real-Time PCR System ¢s a CFX96 TouchTM Real-Time PCR
Detection System késziilékeit hasznaltuk. Az amplifikacidhoz 1 pul cDNS-t hasznaltunk,
mindenben a gyartd utasitasai szerint jartunk el. Az alabbi, olvadasi gorbe felvételével
kiegészitett, harom-l1épéses PCR protokollt hasznaltuk, az optimalis “annealing” vagyis

primer-kotodési homérsékletet a Bio-Rad CFX Manager Software “Ta” kalkulatoraval

hataroztuk meg:
1. 95 °C 10 perc ,,Hot Start““ enzim aktivalasa
2. 95 °C 15 masodperc 1. 1épés — denatuacio
3. (58) °C 30 masodperc 2. 1épés — “annealing”
4, 72 °C 30 masodperc 3. 1épés — lanchosszabitas
5. Plate leolvasas
2-5. 40 ciklus
6. 65-95 °C 1 percig 0,1 °C-onként Olvadasi gorbe felvétele
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Eredményeink kiértékeléséhez (132) un. komparativ ACt-moédszerét hasznaltuk, melynek
alapja az a feltételezés, hogy amennyiben 100%-0s az amplifikaciés hatékonysag (E=1),
akkor a kiindulasi mennyiségii cDNS megsokszorozodasa 2" titemben torténik, ahol ,,n”
a PCR-ban bedllitott ciklusszdmot jel6li. Mivel a valdsagban ez a 100%-os hatasfok nem
mindig érvényesiil, ezért el6zbleg sziikséges megvizsgalni, hogy a target és a referencia

gén amplifikacios hatasfoka mekkora, fontos, hogy ez az érték 90-105% koz¢ essen.

2.3.4. Amplifikdacios hatékonysdg meghatdrozasa (Efficiencia)

A reakcio optimalizaltsiganak meghatarozasara hatékony modszer, ha higitasi sort
készitlink a templatbol, majd higitdsonként felsokszorozzuk a qPCR késziilékben, és a
kapott adatok alapjan készitiink egy standard gorbét, melyhez nem feltétlen sziikséges,
hogy el6z6leg ismert legyen a target koncentracidja. A standard gorbét tigy készitjiik el,
hogy vessziik a higitasi faktor logaritmusat, szemben az amplifikacié soran kapott Ct-
értékekkel, minden egyes higitasndl. A kapott pontokra lineéris regresszidval egyenest
fektetiink, majd meghatarozzuk a korrelacios egyiitthatot (R?). Ez az érték reprezentalja,
hogy mennyire jol illeszkednek a kisérleti adataink a regresszios egyenesre. Torekedni
kell arra, hogy R? > 0,980 legyen. Az amplifikaciés hatékonysag (E) szdmitasa a kapott
regresszids egyenes meredeksége alapjan, az alabbi képlet szerint tortént:

E = 10 V/meredeksée 1dedlis esetben a PCR termék mennyisége tokéletesen megduplazodik
minden egyes ciklus soran (exponencialis amplifikacio), vagyis a kopidk szdma minden
ciklusban 2-szeresre nd. Ez leforditva azt jelenti, hogy a reakcid efficiencigja 2. Ha ezt
behelyettesitjiik a fenti egyenletbe, akkor az aldbbit kapjuk: 2 = 107V/meredeksée  amibg]
visszaszdmolva a standard gorbe idedlis meredeksége ~3,32-nek adoddik. Mindez
szazalékokban kifejezve: % efficiencia = (E—1) x 100. Egy idealis reakciot tekintve: E =
(2-1) x 100 = 100%. Egy 100%-hoz kozelitd (90-105%) amplifikacios efficiencia jo
indikatora egy reprodukalhatd eljarasnak. Optimalisndl alacsonyabb hatékonysagot
okozhat, ha nem megfeleld a primer tervezés vagy a reakcio feltétek nem optimalisak. Ha
100% feletti értéket kapunk, az utalhat a higitasi sor készitésekor elkovetett pipettazasi

crcr

dimerek. Osszességében, ha a reakcié hatékonysaga kevesebb, mint 90%, vagy nagyobb,
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mint 105%, akkor érdemes modositdsokat végrehajtani, mint példaul Ujratervezni a
primereket (133). A standard gorbe felvételéhez legalabb 4 1épcsében 10-szeres higitasi
sort készitettiink a templatbol (10°, 10, 102, 10®), majd azokat triplikatumokban
megfuttattuk a Bio-Rad Real-time PCR System késziilékében a korabban leirt kondiciok
mellett. A plate-ek Osszeallitasanal mindig triplikatumokkal dolgoztunk, figyelembe
vettiikk, hogy megfeleld kontrollok is legyenek a mintak mellett. Alkalmaztunk olyan
kontroll kisérletet, mely nem tartalmazott templatot (NTC), és olyat is, amely templatként

a reverz transzkripcidt megeldz6 RNS mintat tartalmazta (NRT).

2.3.5. Relativ kvantifikdcio; AACt - modszer

Osszehasonlitd vizsgalatok elvégzésekor a mintakat normalizalni kell, melyhez
szlikséges egy olyan gén, melynek expresszioja konstitutiv, és az altalunk alkalmazott
kezelés sincs ra befolydssal. Ennek mennyisége egyenesen ardnyos a kiinduldsi
sejtmennyiséggel (131), igy ezt tekintjilk majd referencia génnek, amihez viszonyitani
tudjuk az altalunk vizsgalni kivant ,target” gén expresszids szintjét. RAW 264.7
makrofag sejteken torténd LPS kezelés esetében a gapdh gént hasznaltuk referencianak.
Az amplifikacios gorbéket elemezve mennyiségi informaciohoz (quantitative = gPCR) is
jutunk, melynek alapja az ugynevezett attorési pont vagy ciklusszam (Cp = crossing
point, vagy Ct = threshold cycle) meghatarozasa. Azt a ciklusszamot tekintjilk Ct
értéknek, ahol exponencialis novekedésbe kezd a ciklusonként detektalt fluoreszcens jel.
A Ct értékek meghatarozasa (an. single treshold me) egy szoftver (Bio-Rad CFX
Manager) segitségével, matematikailag egzakt modszerrel tortént (masodik derivalt
maximum modszer). A Ct-érték annal kisebbnek adodik, minél tobb a mintaban a templat,

ez az Osszefiiggés a kvantitativ mérések alapja (134).

2.3.6. Olvadaspont analizis

Az olvadaspont (Tm = melting temperature) analizis lehetdvé teszi a PCR
specificitasanak ellendrzését. A reakcid soran keletkezett kettdsszala DNS fragmentumok
olvadési gorbéjének meghatarozadsdhoz a ciklusok végeztével lassan felftitjiik (0,1

°C/perc) a reakcioelegyet 65 °C-r6l 95 °C-ra fluoreszcens detektalas mellett, melynek
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hataséra a kettés DNS szélak disszocidlnak egymadstol, igy a SYBR Green | festék levalik,
vagyis csokken a leadott fluoreszcens jel mértéke. A kettés DNS szalak olvadasi
homérséklete jellemzo, fiigg a mérettdl és a koztik 1évé H-hidak szamatél (G+C
tartalom), vagyis a kiilonbozé termékek mas-mas hémérsékleten disszocidlnak. A
szoftver ennek az olvadasi gorbének veszi a hdmérséklet szerinti negativ derivaltjat, igy
az inflexidés pontndl a derivalas utdn egy cstcs keletkezik, ez a termékre jellemzo
olvadaspont (-d(RFU)/dT; ahol RFU = relativ fluoreszcencia, T = hdmérséklet).

Kisérleteink soran kivétel nélkiil, mindig végeztiink olvadaspont analizist, a fentebb leirt

paraméterek mellett.
2.4, Elesztotorzsek és tenyésztési feltételeik

2.4.1. A mikroorganizmusok fenntartdsa és kezelése

Kisérleteinkhez egy eukariota hasaddéleszté torzset, a Schizosaccharomyces pombe
uracil auxotrof (ura4-D18) heterotallikus sziiléi torzsét (ATCC 200650) hasznaltuk
(jelolése a tovabbiakban: hyd"). A t-BuOOH-rezisztens mutins torzs (jelolése a
tovabbiakban: hyd1-190) l1étrehozasara ebbdl a sziil6i térzsbol random mutagenezissel
Fekete és munkatarsai altal leirt (100,101) modszer alapjan tortént. Minden, az
alabbiakban ismertetésre keriilo kisérlet soran legalabb 3-3 parhuzamos mérést, és 3 vagy
4 fiiggetlen kisérletet végeztiink.

Minden kisérletben a kiindulasi sejtszam 10° sejt/ml volt (optikai denzitas;
ODs9s5nm=0,05), majd az eldkisérletek sordn meghatarozott 15 ora tenyésztési idejl,
kozép-logaritmikus fazisu tenyészetekkel dolgoztunk (ODsgsnm=0,7) tovabb. A sejteket
minimal SM (selective minimal) folyékony médiumban novesztve, 1% gliikéz, 0,5%
(NH4)2SO04, 0,05% KH2PO4, 0,01% MgSOs és 0,1% Wickerhamm-féle multivitamin
oldattal, illetve 100 mg/l uracillal (pH 4,5) kiegészitve. A tenyésztést egy 30°C-0s
inkubatorban végeztiik, a lombikokat folyamatosan razatva (33,3 Hz = 150 rpm). A sejtek
gylijtését és haromszori mosasat 0,9%-0s NaCl-oldattal, centrifugalassal (1000xg, 5 perc)

végeztik.
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A S. pombe torzseket SM taptalaj feliiletén, ferde tenyészet formajaban tartottuk fenn,
melyet hetente frissitettik. Hosszitavon 80 °C-on taroltuk oket, a megfeleld,
fagyasztasra alkalmas oldatban.

A kezelések az eldkisérletek soran meghatarozott szubinhibitori, vagyis 0,2 mM-0s t-
BuOOH oldattal, 1 6ran kereszetiil torténtek. Amennyiben ezektdl az értékektol eltértiink,

ott a modszer leirdsanal kiilon feltiintettiik az alkalmazott koriilményeket, kezeléseket.

2.4.2. Azindukalt t-BUOOH - rezisztencidju mutdns torzs létrehozdsa

Meghataroztuk razatott tenyészetben a sziildi torzs (hyd") MICisuooH értékét:
4 napos YEA (yeast extract agar) ferde taptalajrol (5 % élesztkivonat, 10 % gliikkoz, 2
% agar) kétkacsnyit 10 ml YEL (yeast extract liquid) tapoldatba (5 % élesztkivonat, 10
% gliikkoz) atoltottunk és 24 orat inkubéltuk 30 °C-on. 24 orat kovetden friss YEL
tapoldatba oltottunk at, hogy az ODsgs = 0,05 legyen. A beoltott tapoldatot szétosztottuk
tartalmaztak (K, 0,5, 1, 2, 4 mM). A kémcsoveket 30°C-on rézattuk 200 fordulat/perc
fordulatszamon ¢és megadott 1dokozonként OD-t mértiink. A sziiléi térzs 4 napos
tenyészetébdl 10 ml YEL tapoldatban 2 kacsnyit 24 6ran at novesztettiink, majd azokat 5
x 20 ml friss YEL tapkozegbe oltottuk ugy, hogy az OD 595 nm-en 0,05 legyen. A
tenyészetekhez lipidperoxid (t-BuOOH) oldatot adtunk ugy, hogy a tdpkozeg lipidperoxid
koncentracioja 500 pM-os legyen. A lipidperoxidot tartalmazd tenyészetek sejtjeit
tapkozegbe, és a sejtkultirakat valamennyi esetben 30 °C-on 24 6raig razatva inkubaltuk.
A harmadik inkubalas utan a sejteket 20 ml, 500 uM lipidperoxidot tartalmazo6 friss YEL
tapoldatba oltottuk 4t ugy, hogy az OD 595 nm-en 0,05 legyen. 10 6ras inkubalast
kovetden a tapkozeg lipidperoxid tartalmat 1000 pM végkoncentracidra noveltiik. 12 6ra
mulva ezen tenyészet sejtjeit haromszor egymads utan atoltottuk friss, 1000 puM
inkubaltuk. A tovabbiakban a lipidperoxid koncentraciot — az el6zéekhez hasonléan —
mindig duplaztuk. A végsé koncentracié 4000 uM volt. Az ebbdl a kultirabol szarmazo

sejteket YEA lemezekre szélesztettiik (minden tenyészetbol 2 csészére) és izolaltunk egy
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kiilonallo telepet, igy tiszta tenyészeteket hoztunk Iétre. Minden Petri csészérdl 1-1db
telepet oltottunk at 1-1 YEA ferde taptalajra 5 napos 30 °C-on torténé novesztés mulva.
Majd minden ferdérél YEA taptalajra sz€lesztettliink és minden szélesztésbol 1db telepet
atoltottunk SM ferdére. Ezt identifikalas, illetve MICtgooHn érték meghatarozas kovette: 5
napos SM ferdén novO tenyészeteket hasznaltunk. Minden ferdérdl egy kacsnyit
fiziologias sooldatba szuszpendaltunk és beallitottuk OD-jiiket 0,2-re. Ezekbdl 25 pl-es
peroxidot tartalmazott (0,5, 2, 4, 8, 10, 15, 20 mM). A legnagyobb MIC-val rendelkez6

tenyészetet valasztottuk ki és neveztiik el t-BUOOH (lipidperoxid) — rezisztens térzsnek.

2.4.3. A torzsek kozép logaritmikus fazisban lévé tenyészeteinek elodllitisa

Harom napos ferde tenyészetrdl két inokulumnyi sejttel beoltottunk 10 ml SM tapoldatot.
24 6ra mulva sejtszamolast végeztiink, majd beoltottunk 100 ml SM tapoldatot a 24 6ras
tenyészettel Gigy, hogy a tenyészet induld sejtszama 10° sejt mI! legyen. A sziil6i torzs
€s a rezisztens mutans egyarant 15 6ra mulva érte el a kozép logaritmikus fazist. Minden
kisérletnél, ha masként nincs jelezve, kozép log fazisu tenyészeteket hasznaltunk, hogy a

vizsgalt torzsek azonos fiziologiai allapotban legyenek.

2.4.4. Generdcios idok (szaporodasi gorbe) meghatdrozasa

Hérom napos SM ferde tenyészetrdl egy kacsnyi sejttel beoltottunk 10 ml SM tépoldatot.
24 6ra mulva sejtszamolast végeztiink, majd beoltottunk 100 ml friss SM tapoldatot a 24
orés tenyészettel ugy, hogy a tenyészet indulé sejtszama 10° sejt mI™ legyen, ill. az OD-
ja 0,05 (595 nm-en). Ezutan a sejteket 30°C-on 150 fordulat/perces fordulatszammal
razattuk, és megadott idokozonként sejtszamolast végeztiink Biirker-kamra segitségével,

ill. OD-t mértiink 595 nm-en. A generacios id6 szamitasa az alabbi képlet alapjan tortént:

log (2%%) t1 =t id6pont
G= t2 = t2 idépont
log y/x y = ti-ben mért sejtszam

X = to-ben mért sejtszam
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2.5. Elesztétorzsek tulélési jellemz6i kezelést kovetéen

2.5.1. Minimalis gatlo koncentrdciok meghatarozdsdra

Minimalis gatlé koncentracion azt a legkisebb antimikrobialis szer koncentraciot értjiik,
mely gatolja a novekedést és a szaporodast. A stresszorokat kiilonbozo, ismert
koncentraciokban az uracillal kiegészitett SM taptalajhoz kevertiik, tigyelve arra, hogy
egyforma vastagsagli legyen az agar. Raoltashoz 3 napos SM ferde taptalajon nové
tenyészeteket hasznaltunk. A sejttenyészetekbdl 1-1 kacsnyi sejtet felszuszpendaltunk 4
ml fiziologias soOoldatban, majd tizszeres higitast kovetéen Biirker-kamraban
sejtszamolast  végeztiink, a sejtszamot bedllitottuk  4x10° sejt mlt-re. A
sejtszuszpenziokbol 25 pl-t (10° db sejt) vittiink fel foltoltassal az SM taptalajra, ami
tartalmazta a kivant koncentracionak megfelelden az egyes reagensek oldatait (t-BOOH,
amfotericin-B). Minden koncentracional 3-3 parhuzamos mérést végeztiink, és 4
fiiggetlen kisérletet végeztiink. A sejtproliferaciot 5 és 10 nap elteltével értékeltiik, 0-5-
1g terjedo skalan osztalyoztuk.

2.5.2. Szaporodasgadtlasok meghatdarozdsa

A S. pombe k6zép-log fazisu tenyészeteinek eldallitasahoz 3 napos ferde tenyészeteket
hasznaltunk. A sejteket centrifugaltuk, mostuk, majd SM folyékony tapoldatban vettiik
fel. A t-BOOH kiilonb6z6 koncentracidit adtuk a tenyészetekhez, majd tobb oran
keresztiil razattuk a mintdkat. A kultura induld sejtszama 10% sejt ml™ volt, a
sejtkoncentraciot meghatarozott idépontokban Biirker-féle hemocitométerrel hataroztuk

meg.

2.5.3. Sejtpusztitas vizsgdlata

A pusztitasi gorbe felvétele (135) soran centrifugaltuk, fiziologias sooldatban mostuk,
majd ujra SM tapoldatban vettik fel a kozép-log fazisban 1évé tenyészet sejtjeit.
Sejtszamolast végeztiink, majd egy 100 ml-es Erlenmayer lombikban 20 ml SM
tapoldattal 10° sejt ml™ sejtstiriiséget allitottuk be. Ezutan hozzaadtuk a stresszort

megfeleld koncentraciokban. A kezelést egy oran keresztiil végeztiik, vizflirdos
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razdgépen razattuk a mintakat, 20-30 percenként mintat vettiink. A mintat 100-szoroséara
higitottuk SM tapoldatban, majd 3-3 Petri csészébe szélesztettiink 50-50ul-t. Az
értékelést 6t nap mulva végeztiik, a 0 perces sejtszamot vettiik 100 %-nak, a 20, 30, 40 és
60 perces mintak €10 sejtszamat ehhez viszonyitottuk. A pusztitasi goérbe alapjan
valasztottuk ki azt a szuboptimalis koncentraciot, amelynél a tenyészet €16 sejtszama egy
oras kezelés utan 80-90% kozott volt. Az adaptacios kisérleteknél és a tovabbiakban is

ezzel a koncentracioval dolgoztunk tovabb.

2.5.4. Adaptacios kisérletek

Az adaptacios késérletek (135) soran a mar kivalasztott szuboptimalis koncentracioval,
tapoldatban kezeltiik eldszor a kozép-log fazisban 1évé tenyészeteket. A mintat
kettévalasztottuk, centrifugaltuk, mostuk, majd ugyanannyi SM tapoldatban vettiik fel a
sejteket. Hozzaadtuk a hatdanyagot (stresszort) és egy oOran keresztiil kezeltik a
tenyészetet. Ezutan centrifugaltuk a mintakat, mostuk, majd Na-Hepes pufferban vettiik
fel a sejteket. Beallitottuk a sejtszamot 10° sejt mI™ -re, hozz4adtuk a reagenst kiilonbdz6
koncentraciokban, és vizfiirdds razogépen razattuk a mintdkat. Ebben az esetben is 20-30
percenként vettiink mintat, melyet 100-szorosara higitottuk Na-Hepes pufferban, majd 3-
3 Petri csészébe szélesztettiink 50-50 pl-t. Ot nap mulva végeztiik a kiértékelést, a 0
perces sejtszamot vettiik 100 %-nak, a 20, 40 és 60 perces mintdk ¢l6 sejtszamat ehhez

viszonyitottuk.

2.5.5. Glicerintartalmu tipoldatban torténd szaporodds

A sejteket egy ¢€jszakan keresztiil novesztettik 5 ml YEL tapoldatban 30°C-on. Ezt
kovetden beoltottunk 25-25 ml kiilonboz6 glicerin tartalmt SM tapoldatot Gigy, hogy az
ODsgs = 0,075 — 0,08 kozott legyen. A kontroll glicerin helyett gliikozt tartalmazott,
viszont a glicerintartalmu tapoldatok nem tartalmaztak gliikozt. Optikai denzitast mértiink
10, 24, 36, 48 és 60 o6ranal (136).
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2.6. Membranvizsgalatok éleszton

2.6.1. Protoplasztalas (szferoplasztailas)

Az EPR spektroszkopia mérésekhez hasznalt paramagneses szondak nem képesek bejutni
az ¢lesztd sejtfalon keresztiil a sejtmembranba, ezért ezeknél a kisérleteknél a sejtfal
részleges/teljes emésztése sziikséges. A kezelés idétartamatdl fliggden eldbb részlegesen
leemésztett sejtfalu szferoplasztokat, majd sejtfallal nem rendelkezd protoplasztokat
kaptunk. A kozép log fazisu sejteket centrifugaltuk és mostuk kétszer 0,6 M-0s KCI
oldatban. A protoplaszt és/vagy szferoplaszt képzést 1 %-os liofilizalt csigaenzimmel
(Helix pomatia) végeztiik 0,6 M KCI ozmotikus stabilizalé oldatban. A spinjel6lést
ugyanis a vegetativ sejtek protoplaszt/szferoplaszt membranjan végezziik. 1-1,5 6ras 30
°C-on torténd kezelés és inkubdcid utdn a protoplasztokat kétszer mostuk stabilizald
oldatban és 6x108 szferoplaszt/ml-re higitottuk 0,6 M KCI oldatban, Biirker-kamras

sejtszamolas és életképesség ellendrzést kovetden (137).

2.6.2. Zsirsavak jelolése

Elokisérletek soran kivalasztottuk a megfeleld zsirsavjel6ld molekulat (3-, 5-, 7-, 11-
SAS), és a tovabbiakban azzal dolgozunk. A kontroll minta készitése soran 7 pl 5-(4’,4-
dimethyloxazolidine-N-oxyl) sztearin savat, masnéven 5-doxilsztearin savat (5-SAS) (3
mg/ml etanolban oldva) adtunk 500 pl protoplaszt-szuszpenzidhoz, majd ezt a keveréket
30 masodpercig inkubaltuk szobahdémérsékleten, majd 30 mésodpercig kémcsdkeverdvel
Osszeraztuk. Mindezt egymas utan haromszor megismételtiik, eldsegitve a spin jeldld
beépiilését a membranba. A protoplaszt szuszpenziot lecentrifugaltuk (1600 g-n 3 percig)
majd a pelletet felszuszpendaltuk 300 pl 0,6 M-os KCL oldatban. A szuszpenziot 100 pl
térfogatti kapillarisba toltottik at, ujbol centrifugaltuk 4 °C-on, majd a feliiluszot
eltavolitottuk. Minden kapillaris 108 protoplasztot tartalmazott, mindegyik kisérletben.
Az oldat pH-jat 6,4-re allitottuk be. A méréseket 0-30 °C-os homérsékleten végeztiik.
Abban az esetben, ha a t-BuOOH hatasat vizsgaltuk a membranra, a stresszor-oldatot
hozzéadtuk a kozép log fazist sejtekhez (hogy a végsd koncentracié 200 uM legyen), és

azzal még egy Oran keresztiil razattuk, mieldtt a sejteket gylijtottiik volna.
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2.6.3. A spin jelolt EPR mérés paraméterei

Az EPR spektrumot ESP 300E spektrométerrel (Bruker, Germany) rogzitettiikk, mely
diTC2007 homérséklet szabalyozodval felszerelt. Az 5-SAS altal jelolt zsirsav EPR
spektrumat 0-30 °C hémérséklet tartomanyban 2 (+0,2) °C-onként vettiik fel mind a
kontroll, mind a t-BuOOH kezelt mintdk esetében. A mérés soran a szokasos EPR
beallitasokat alkalmaztuk: mikrohullamu erdsités, 5 vagy 10 mW; tér modulécio, 100
kHz; amplitudo, 0.1-0.2 mT; spektrum szélesség, 10 mT. Négy kisérleti sorozatot
készitettiink mindkét torzzsel t-BOOH jelenlétében és hidnyaban, a spektrumokat
meghataroztuk és atlagoltuk. A rendszer paraméter hibaja nem volt nagyobb mint &+ 0,09

0-30°C-o0s hémérsékleti skalan.

2.6.4. Az EPR mérés kiértékelése

A membran fizikai tulajdonségainak valtozasai - mint példaul a fluidités, rétegvastagsag,
felszini polaritas, membrantoltés vagy gorbiileti fesziiltség - befolyasolja a membran
funkcidjat (138). Az EPR spektroszkopia egy igen elterjedt modszer membranok
vizsgélatara. A mérés soran egy paramagneses minta energiaelnyelését detektaljuk a
valtozd magneses térerdsség fiiggvényeben. Mivel a bioldgiai rendszerek altaldban nem
tartalmaznak paramagneses molekuldkat, a membranok EPR-es vizsgéalatdhoz olyan
zsirsav vagy lipid jeloloket alkalmazunk, amelyek egyik szénatomjahoz egy nitroxid
stabilis szabadgyok van kapcsolva. Ezeknek a spinjeldlt vegyiileteknek membranba vald
beépitésével az EPR spektroszkopia kiilonosen hatékony modszer az integrans
membranproteineket tartalmazd membranok vizsgalatdra, mivel ¢érzékenysége
optimalisan illeszkedik a bioldgiai membranokban talalhaté lipidek rotacios korrelacios
idejével. (139-141). Az EPR spektrumok kiértékeléséhez a laboratoriumban Prof.
Belagyi Jozsef altal kifejlesztett ILPC illesztd programot hasznaltuk. Az értékelés soran
a spektrum magas- és alacsonyterti sz€1s6 értékét vagyis az aktualis mintaban a spinjel616
hiperfinom csatolasi allandojat (2A’zz) - vettilk figyelembe. A csatoldsi allando a
membranokban lejatszodd valtozasok jellemzésére hasznalt egyik leggyakoribb

paraméter. A kiértékelésnél Israclachvili és munkatarsai (142) altal javasolt modszert
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hasznaltuk, melynek segitségével leirhatd a membranba inkorporaldédott paramagneses
szonda rotacids dinamikaja, és jellemezheté a ,fluiditds” (a membranmolekulak
mozgasa). Bioldgiai membranok esetén a hdmérsékleti valtozas hatasa altaldban lineéris.
Ha a kiils6 csatolasi allandok a homérséklet reciprokanak fiiggvényében éabrazolt
pontjaira nem illeszthetd egyetlen egyenes, hanem toréspontot talalunk, akkor a
membranban valosziniisithetden fazisvaltozas ment végbe (143). Ebben az esetben a két
eltér6 meredekségli egyenes jobb kozelitést eredményez, mint egyetlen egyenes. A
szamitasokat a Johns és Molitoris 4ltal leirtak alapjan, a PTE AOK-on fejlesztett
szamitogépes program segitségével végeztik el (144). Az illesztett egyenesek

metszéspontja adja meg a membran fazistranziciés homérsékletét.

2.6.5. Totdl lipid minta prepardlds élesztobol

A lipidek preparalasat Milan Certik professzor (Slovak University of Technology in
Bratislava, Department of Biochemical Technology) atmutatasai alapjan végeztiik. Az S.
pombe hyd* és hyd1-190 élesztdsejteket SML tapkozegben (30°C), nagy mennyiségben
(3x500 ml) kozép-logaritmikus fazisig (ODses=0,7) felszaporitottuk, ahol sziikséges volt,
ott 0,2 mM t-BuOOH-dal kezeltiik a generacids id6 duplajaig (8 ora hosszan). Az igy
kapott késéi-logaritmikus fazisu (ODsgs=1,5) tenyészeteket centrifugalassal (50 ml-
enként, 4600 rpm/10 perc/4°C) gyujtottiik, kétszer atmostuk (steril, jéghideg desztillalt
vizzel), majd felvettiik a sejteket nedves tomeg grammonként 20 ml metanol:kloroform
keverékben (2:1 v/v), erésen vortexeltiik, majd egy oran keresztiil szobahémérsékleten
allni hagytuk, de kb. 10 percenként megkevergettik. Ezutan ujra centrifugaltuk a
szuszpenziot (4600 rpm/10 perc), majd a feliiliszot hasznaltuk tovabb. Ahhoz, hogy
viztiszta folyadékot kapjunk, sziikséges volt még ennek a tovabbi szlirése Sima
tivegtolcsérben 2-3 rétegli sziirépapiron keresztiil. Az igy kapott oldat térfogatanal 1,2-
szer t6bb, 0,97%-0s KCI oldatot adtunk a viztiszta mintankhoz, majd mindezt atontottiik
egy kémiai raz6lombikba (melynek csapjat szilikonzsirral kentiik be, semmiképpen nem
valami szerves zsirral). Ezt 1 percig nagyon erésen raztuk, majd vartunk még 10 percet,
ezalatt a kloroform lesiillyedt az aljara, és egy centrifugacsébe tudtuk engedni a

kloroform kb. 99%-at. Egy masik centrifugacsébe még ugyanannyi szuszpenziot
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engedtiink, ezutan centrifugaltuk a mintakat (4600 rpm/10 perc). Az igy kapott
centrifugdtumrodl vizszivattytval leszivtuk a feliiliszé nagy részét, és atpipettazzuk a
megmaradt alsé fazist egy 100 ml-es lombikba, elkeriilve, hogy a feliiliszobol egy csepp
is a mintaba Keriiljon. Ezutan egy 100 ml-es lombikra helyezett iivegtolcsérbe tettiink két
rétegben szlirdpapirt, majd ebbe kb. 2-3 gramm vizmentes Na>SOs-0t, és ezen atengedtiik
az oldatunkat, igy téve vizmentessé. Ezt az egész eljarast a lecentrifugalt sejttormelékkel
Ujra megismételtiik. Végiil a kloroformot elparologtattunk nitrogéngaz alatt. Mikor az
Osszes kloroform elparolgott, akkor a lombikba tettiink még 2 ml kloroformot, amivel a
lombik falarol lehetdleg az Gsszes lipidet beoldottuk. Az igy kapott oldatot 800 pl-enként
attettiik kis, eldre tardzott vialcsovekbe, ezekrdl is elparologtattuk a kloroformot, és egy
ujabb mérlegelés utan kiszamitottuk a sargas foltként a cs6 aljara beszaritott total lipid
mennyiségeket. Ezzel a mddszerrel, 0,8 ml-nyi mennyiségek ugyanazon csovecskébe
torténd egymast kdvetd beparolasaval, akar egy csébe is szarithatjuk az 6sszes mintankat.
Végiil mindenképpen mérjiikk meg a csé tomegét, hogy tudjuk, mennyi lipidiink van. Ezt
eltarolhatjuk "80°C-on akar évekig.

A tovabbiakban a kiilonb6z0 lipidmérések miatt a mintdk beoldasa 500 pl

kloroform:metanol (1:1 v/v) elegyben tortént.

2.6.6. Szterin analizis

Mintanként 20 mg lipidet hasznaltunk fel ezekhez a mérésekhez. A metanol-kloroform
elegyet nitrogéngaz alatt elparologtattuk, majd felvettiik a mintat 1 ml 25%-0s KOH-ot
tartalmazo etanol oldatban. Vortexeltlink, majd 90°C-os vizfiirddbe helyeztiik a mintakat
1 o6rara, mikozben negyedoranként vortexeltiink. Az inkubdacios 1d6 lejarta utan kivettiik
a vizfiirddbdl a mintdkat és hozzdadtunk 1 ml desztilldlt vizet. Szobahdmérsékletre
hiitottiik, aztan hozzdadtunk 2 ml hexant, és 1 percig vortexeltiik, majd allni hagytuk kb.
5 percig. Ekkor a szterinok a feliiliszoban, a hexanban vannak, ezt attettiik egy tarazott
livegesébe, és nitrogénnel elpéarologtattuk a hexant, és Gjra mértiik a beszaradt
szarazanyagot. Ezutdn mégegyszer megismételjiik a 2 ml hexan adéasatol kezdédden a
protokollt. Ezutan az iivegcsébe tettiink 200 pl hexan:etil-acetat 1:1 v/v keveréket. Jol

lemostuk vele az livegcse falat, és attettiik egy vialcsObe. Ezt megismételtiik 200 pl, majd
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100 ul hexan:etil-acetat szuszpenziéval. Igy a szterinunk 500 pl szuszpenzidban oldott.
Az 500 pul szuszpenziot 0jbol elparologtattuk nitrogénnel, majd felvettiik a szterinunkat
25 ul kloroformban, és a gazkromatografias mérésekhez ebbdl 1-1 pl mintat hasznaltunk
fel. A mérés Agilent Technologies, 6890N, Network GC system, 7683 series Injector,
5975¢ NL MSD tipust késziilékkel tortént (145).

2.6.7. Poldros és nempoldros lipidek meghatdrozdsa

A  meghatarozashoz a mintdkat vékonyrétegkromatografia lapokon (MERCK
1.05553.0001, 25 TLC aluminium sheets, 20 x 20, Silicagel 60) megfuttattuk. E célbol
két lapot készitettiink, egyet a polaros, egyet pedig a neutralis lipideknek. Automata
adagoloval (CAMAG, Automatic Sampler 4) felvittiik a mintakat a lapokra. A poléros
lipidek futtatasa az alabbi oldattal tortént: kloroform : aceton : metanol : ecetsav : desztviz
(50:20:10:10:5 v/v), mig a neutralis lipidekhez a kovetkez6 futtatd puffert hasznaltuk:
dietil éter : hexan : ecetsav (20:80:1 v/v). A kadba helyezett plate-eket hagytuk futni, mig
kb. 1,5 cm volt vissza, ezutan Kivetik a lemezeket a kadbol és hagytuk Oket
szobahdmérsékleten megszaradni. Ezutan leontottiik a lemezeket feliilrdl lefele csorgatva
5%-0s H2SOgs-et tartalmazd metanol oldattal ugy, hogy az egész lemezt érje. Ezt is
hagytuk megszaradni és ezutan holégfuvoval (Extol, 1-es fokozat 350°C, 2-es fokozat
550°C) melegitettiik 1-es fokozaton kb. 50 cm-r6l, amig a csikok elé nem jottek (5 perces
aktiv jod g6zos kezelés is sziikséges lehet, mikoris a lipidek sargan fognak vilagitani és
ceruzaval bejelolhetjiik a foltokat). A melegitéssel elShivott foltokat tartalmazo
vékonyréteg kromatografias lapot beszkenneltiik és Adobe Photoshop 9.0 programmal a
standardokhoz viszonyitva meghataroztuk a foltok erdsségét. A kiilonb6zo lipidek
zsirsavosszetételének vizsgalatahoz egy-egy plate-re két mintat tudtunk felvinni, és
minden minta legalabb 20 mg lipidet tartalmazott. Miutan megfuttattuk a lemezeket, aktiv
jodot tartalmaz6 kadba tettiik par masodpercre, majd kivettiik és a lipidek teriiletei sarga
szinliek lettnek. Ezt bejeloltiik ceruzaval, utana lekapargattuk a lemezrdl a csikokat egy

crer

zsirsavak mennyiségét.
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A neutralis lemezen a kovetkez6 sorrendben helyezkednek el a lipidek, alulrol felfelé:
polaris lipidek (maradnak a starthelyen), felette a monoacil-glicerinok, majd az
ergoszterin, utana a diacil-glicerinok, a lanoszterin, majd a szabad zsirsavak, ezt kovetéen
a triacil-glicerinok, és végiil legfeliil a szkvalén. A lemezekr6l lekapartuk a vizsgalni
kivant csikokat és végrehajtottuk rajtuk a fent leirt észterifikacios eljarast, majd mértiik a

zsirsavak mennyiségét.

2.6.8. Totdl zsirsav meghatdrozds

Egy mikrocentrifuga csdbe a kovetkezOket mértiik dssze: 50 pl minta, 700 pl hexan-
kloroform (9:1 v/v; poléros lipidek vizsgalatakor: 8:2), 100 pl transzészterifikacios oldat
(30 ml etanol + 20 ml benzén + 1,15 mg fémnatrium + 7,5 mg fenolftalein). Vortexeliink
¢és varunk 20 percet, utana hozzaadunk 200 pl met-HCI-t. Réviden vortexeltiink, majd
centrifugaltuk (5000 rpm/4 perc). A centrifugdlds utan 6vatossagbdl a feliiluszonak csak
kicsit tobb, mint felét-kétharmadat, kb. 60-70 %-at vittiik at egy 4j kis ivegesébe. Ezutan

kovetkezhet a gazkromatografias mérés.
2.7. Statisztikai analizis

Minden kisérletet legalabb haromszor megismételtiink, az eredményeket atlag és
kozépértékre szadmolt szoérds forméban adtuk meg. A csoportok Osszetett
Osszehasonlitasakor ANOVA kiértékelést hasznaltunk. Ha sziikséges volt, az egyes
vizsgalt csoportok kozotti statisztikai kiillonbségeket a Bonferroni altal modositott
kétmintas T-proba segitségével allapitottuk meg. Statisztikailag szignifikansnak a p<0,05
értéket tekintettiik.
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VII. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

1. Rezveratrol hatasa gyulladasos modellen

Az LPS indukalt, TLR4 — MyD88-fiiggetlen NF-«xB aktivalas jelatvitelében mar ismert a
rezveratrol gatld funkcidoja a TRAM-TRIF-TBK1 komplexben (52). Ez a gatlas TRIF
fliggd és egyben MyDS88 fiiggetlen utvonalon zajlik. Az is ismert, hogy a MyD88
aktivacioja elengedhetetlen a TRAFG6 aktivaciojahoz, amely az kB aktivaciojahoz vezet,
igy a fenti kozleményben azt feltételezték, hogy a TRAF6 titvonal nem vesz részt abban
a gatlasban, amit a rezveratrol idéz el6 az LPS altal indukalt NF-xB aktivacidban.
Masrészrdl Sato és munkatarsai (126) szerint a TRAF6 kapcsolatban all a TRIF-fel és a
TBK-1-gyel, és képesek az NF-kB és az IRF-3 transzkricios faktor aktivalasara a TLR4

aktivalodasat kovetden (4. abra).
1.1. A rezveratrol gatolja az LPS hatasara indukalodo traf6é gén expressziojat

A TRAFG6 szerepének tisztazasara, a TLR-kozvetitett NF-kB aktivacioban meghataroztuk
a TRAF6 mRNS ¢&s fehérje mennyiségét LPS kezelést kovetden, kiillonbozo
idépontokban, rezveratrol jelenlétében és hianyaban (17. abra). A 17/A abran a traf6
gén relativ expresszios valtozasai lathatok RAW 264.7 egér makrofag sejtvonalon az 1d6
fliggvényében, gapdh génre normalizalva. Lathato, hogy 10 perc LPS kezelés utan tobb,
mint négyszeresére nétt a traf6 mRNS mennyisége, ami 30 perc utan majdnem a
kiindulasi szintre visszaesett. 1 6ras LPS kezelés utan jabb, kétszeres transzkripcionalis
novekedés volt megfigyelhetd, és még 2 o6ras LPS kezelés utan is enyhe expresszid volt
lathatd. Rezveratrollal torténd elokezelés esetén ez az ugrald, bifazisos mintazat
megszlint, gatolta a rezveratrol a trafé gén transzkripciojat 10 percnél és 60 percnél is.
Onmagaban adva a rezveratrol nem befolyasolta a traf6 génexpressziot. A traf6 mRNS-
nek e kétfazisu expresszids mintdzata hasonlit az IkBa foszforilacids és expresszids

kifejezodésére amelyet Loniewski és munkatarsai (146) kozoltek 2007-ben.
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17. abra: Az LPS és a rezveratrol hatasa a traf6 gén, illetve a TRAF6
fehérje expressziojara mRNS (A) és fehérje (B) szinten. RAW 264.7
egér makrofag sejteket 10, 30, 60 és 120 percig 1 ng/ml LPS-sel kezeltiik
(L), illetve ezt megelézéen 30 perces eldkezelést alkalmaztunk 50 uM
rezveratrollal (LR) is, vagy csak 6nmagaban rezveratrolt adtunk (R). A
génexpressziot gapdh-ra normalizaltuk. Az eredmények 3 fiiggetlen
kisérlet atlag eredményét mutatjak. (B) A TRAF6 fehérje kifejez6désének
vizsgélata Westen-blot technikaval. A RAW 264.7 egér makrofag sejtek
kezelése megegyezzik az 17/A abraban leirtakkal. A fehérje mennyiség
normalizasara GAPDH elleni antitestet hasznaltunk.
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Munkajukban a traf6é gén kifejezddését siRNS technikaval gatoltak, mialtal az LPS
okozta gyulladasos folyamatok jelent6s mértékben visszaszorultak RAW 264.7
makrofagokban, bizonyitva, hogy a TRAF6-nak jelentés szerepe van az LPS altal
indukalt IxBa aktivalasban, hiszen az IxkBa foszforilacioja és ennek kovetkeztében
a mi eredményeink alapjan is feltételezhetd, hogy a TRAF6 részt vesz az LPS altal
indukalt NF-kB aktivalasban, szintén bifazisu mintazatot kovetve, és a TRAF6 hatasa
mutatkozik az IxkBa foszforilacidjaban és expresszidjaban. Esetiinkben a rezveratrol mar
transzkripcionalis szinten is gatolta az LPS-altal kivaltott traf6 gén kifejezédését LPS
adasa utan mind 10, mind 60 perc elteltével (17/A abra).

1.2. A rezveratrol gatolja az LPS hatiasara indukalodé TRAF6 fehérje

kifejezodését

A rezveratrol LPS altal okozott inflammatorikus folyamatokra gyakorolt gatlé hatasat
tovabb vizsgalva azt talaltuk, hogy a TRAF6 fehérje mennyisége — Western
immunoblottal vizsgalva — kovette a traf6 génrdl atirt MRNS expresszids mintazatat, tehat
az LPS A4ltal okozott mRNS mennyiség novekedése megfigyelheté volt fehérje
kifejez6dés szintjén is, 10 és 60 perces kezelés utan egyarant (17/B abra). Mindezen
adatok mellett Sato és Loniewski megfigyelései (126,146) is egyarant azt a feltételezést
tamasztjak ala, hogy a TRAF6-nak szerepe van LPS altal kivaltott gyulladasos

folyamatokban, melyet a rezveratol képes csokkenteni.
1.3. A rezveratrol gatolja az LPS altal indukalt TRAF6 ubikvitinaciot

A TRAF6 egy olyan ubikvitin ligaz enzim, mely a K-63-as aminosavon (lizin
oldallancukon keresztiil) sajat magat és mas fehérjéket is képes ubikvitinalassal aktivalni.
Ebbe a csoportba tartoznak pl. a TAK1-asszocialt koté fehérje (TAB) 2/3 (146,147), de
TRAF6 K-63-as ubikvitinacié sziikséges az IKK aktivalasahoz is. Annak eldontésére,

hogy a fenti mechanizmus szerepet jatszik-e a rezveratrol anti-inflammatorikus
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hatasaban, megvizsgaltuk a TRAF6 autoubikvitinacidjat LPS és rezveratrol jelenlétében

illetve hidnyaban.
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18. abra:

Az LPS-indukalt TRAF6 ubikvitiniaciét gatolja a

rezveratrol. RAW 264.7 sejteket 10, 30 vagy 60 percig 1 ug/ml LPS-sel
kezeltik (L), vagy ezt megeldzéen elokezeltik 30 percig 50 pM
rezveratrollal is 6ket (LR), majd a mintdkbol immunprecipitacioval
kivontuk a TRAF6-ot, az ezt kovetd gélelektroforézis utan az atblottolt
fehérjéket anti-ubikvitin antitesttel hivtuk elé. A: Az ubikvitinalt-TRAF6
immunoblottja, ahol kontrollként a ,.strippingelt” membranokat anti-
TRAF6 antitesttel is el6hivtuk; B: az A. dbra denzitogramja, 3 fliggetlen
immunoblott eredményébdl, ImageJ szoftverrel késziilt kvantitativ
kiértékelés. A blottok reprezentativak, a hibazaszlok a blottok intenzitas-
atlaganak szorasat mutatjak. A szignifikans eltéréseket *-gal jeloltik
(P<0.001). IP: immunprecipitacio, IB: immunoblot.
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RAW 264.7 sejtek lizatumabol TRAF6 ellenes antitesttel immunprecipitacot
készitettiink, majd anti-ubikvitin antitesttel immunoblottot végeztiink (18. abra). A 18.
abran lathato, hogy 10 és 30 perces LPS kezelés hatasara a sejtekben megnott az
ubikvitinalt TRAF6 mennyisége, mig 1 ora elteltével mar alacsonyabb, mint a kontroll
csoportokban. Ezt a novekedést 10 és 30 percnél is megakadéalyozta a rezveratrolos
elokezelés. A TRAF6 ubikvitinaciojanak és fehérje-kifejezdés mintazatanak nem
feltétleniil kell, hogy kovessék egymast, mindkét mechanizmus képes indukalni a TRAF6
alatti utvonalakat. Kobayashi és mtsai (148) mutattak ra, hogy a TRAF6 segitségével az
IKK aktivacio ubikvitin-fliggé és ubikvitin-fliggetlen Gtvonalon is a végbemehet.
Eredményeink azt mutatjak, hogy az LPS kezelés nemcsak ndveli a TRAF6 mennyiségét,
hanem a funkcionalis aktivitasat, vagyis autoubikvitindlodésat is eldsegiti, aktivalva ezzel
az IKK és NF-kB fehérjéket. A rezveratrol képes csillapitani mindkét mechanizmust,

funkcionalis gatlo szerepet toltve be a TRAF6 aktivacioban.

1.4, Arezveratrol gatolja az LPS altal aktivalt MAP kinaz utvonalakat és az Akt

aktivaciéjat

A TRAF6 K-63-as poliubikvitinacidja és a TAB2/3-mal alkotott komplex indukalja az
IKK-t és egy effektor mitogén aktivalt fehérje kinazt, a TAK1-et. A TAK1 és TRAF6
kapcsolata LPS hatasara a MAP kinazok aktivalasahoz vezet. TRAF67 génkiiitott egér
embrionalis fibroblasztokban az LPS a TRAF6-on keresztiil a p38 és INK aktivacidjahoz
vezet, ellenben az ERK aktivacio elmarad, és ugyanez tapasztalhatdo TRAF6 siRNS
elnyomas esetén egér makrofagokban is (146,148). Yang és kutatocsoportja mutattak ra,
hogy a TRAF6 doménjei sziikségesek a INK és p38 aktivaciohoz, mert a zink-ujj domén
delécioja meggatolja a TRAF6 JNK és p38 aktivalo képességét (67).

Ezen eredmények azt mutatjak, hogy a MAPK-ok expresszidos mintazata kozvetlentil
kapcsolodik a TRAF6 aktivaciojanak valtozdsdhoz. Megvizsgalva az LPS indukélta
TRAF6 expresszid és ubikvitinacio funkcionalis hatasat, kivancsiak voltunk, hogy a

rezveratol hogyan befolyédsolja a TRAF6 Gtvonal MAP kinazainak aktivitasat.
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19. abra: Az LPS-indukailta p38 MAP kinaz foszforilaciéjanak (aktivacio)
vizsgalata Western blottal. A p38 foszorilacids mintazata kiilonboz6 idépontokban
LPS kezelést kovetden. RAW 264.7 sejteket 10, 30 vagy 60 percig 1 ug/ml LPS-sel
kezeltiik (L), vagy ezt megel6zden eldkezeltiik 30 percig 50 uM rezveratrollal is ket
(LR), vagy csak rezveratrollal kezeltiikk ket (R). A nem-foszforilalt fehérje és a
GAPDH mennyiségét hasznaltuk kontrollként. A blottok reprezentativak és az
oszlopdiagrammok harom fiiggetlen el6hivas atlagat mutatjak. A hibazaszlok a
blottok intenzitas-atlaganak szorasat mutatjak. A blottok intenzitdsanak kvantitativ
kiértékelése Image] szoftverrel késziilt. A szignifikans eltéréseket *-gal jeloltik
(P<0.001).

LPS kezelést kovetéen immunoblottal vizsgaltuk a MAP kinazok foszforilaciojat,

foszforilalt kindzokra specifikus elsddleges antitesteket hasznalva, rezveratrol jelentéte

crer

idotartamaval egyenes aranyban, viszont hatasat a rezveratrol fokozatosan egyre jobban

csokkentette. (19. abra).
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20. abra: Az LPS-indukialta MAP Kkindaz, a JNK foszforilacio (aktivacio)
vizsgalata Western blottal. A SAP/INK foszorilaciés mintazata kiilonbozo
idépontokban LPS kezelést kovetden. RAW 264.7 sejteket 10, 30 vagy 60 percig 1
ug/ml LPS-sel kezeltiik (L), vagy ezt megel6z6en elékezeltik 30 percig 50 uM
rezveratrollal is 6ket (LR), vagy csak rezveratrollal kezeltiik éket (R). A nem-
foszforilalt fehérje ¢s a GAPDH mennyiségét hasznaltuk kontrollként. A blottok
reprezentativak és az oszlopdiagrammok harom fliggetlen el6hivas atlagat mutatjak.
A hibazaszlok a blottok intenzitis-atlaganak szorasat mutatjdk. A blottok
intenzitasanak kvantitativ kiértékelése ImageJ szoftverrel késziilt. A szignifikans
eltéréseket *-gal jeloltiik (P<0.001).

A JNK aktivacigja szintén emelkedést mutatott LPS hatasara az els6 30 percben, utana
viszont lecsokkent. A rezveratrol csokkentette a JNK foszforilaciojat, kivéve a 30 perces
kezelést (20. abra). A p38 és JNK aktivaciotol eltéréen, az ERK foszforilacidjara a
rezveratrol egyik vizsgalati id6pontnal sem volt hatassal (21. abra). Munkank is
aldtdmasztja azt a korabbi feltételezést, hogy a rezveratrol a TRAF6 altal inditott p38 és
JNK fehérjék foszforilaciojat képes gatolni, de az ERK-ét nem (146,148). Ez a tény is azt
tamasztja ala, hogy a TRAF6-nak funkcionalis szerepe van a rezveratrol anti-

inflammatorikus hatasaban.
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21. abra: Az LPS-indukalta MAP kinaz, az ERK foszforilacio
(aktivacio) vizsgalata Western blottal. ERK foszorildciés mintdzata
kiilonboz6 idopontokban LPS kezelést kovetden. RAW 264.7 sejteket 10,
30 vagy 60 percig 1 pg/ml LPS-sel kezeltiik (L), vagy ezt megel6z6en
elokezeltik 30 percig 50 uM rezveratrollal is 6ket (LR), vagy csak
rezveratrollal kezeltiik 6ket (R). A nem-foszforilalt fehérje és a GAPDH
mennyiségét hasznaltuk kontrollként. A blottok reprezentativak és az
oszlopdiagrammok harom fiiggetlen el6hivas atlagait mutatjdk. A
hibazaszlok a blottok intenzitas-atlaganak szorasat mutatjak. A blottok
intenzitasanak kvantitativ kiértékelése Imagel] szoftverrel késziilt. A
szignifikans eltéréseket *-gal jeloltiik (P<0.001).

Ezen feliil Yang és munkatarsai (67) kimutattak, hogy a TRAF6 kozvetlen szubsztratja
az Akt is. Leirtdk, hogy a TRAF6 deplécidja csokkenti az Akt foszforilacidjat. Ahhoz,
hogy megerdsitsiik a TRAF6 funkcionalis szerepét a mi modelliinkben, megvizsgaltuk az
Akt foszforilacidos mintazatat is. Azt tapasztaltuk, hogy az Akt foszforilacidja
hasonloképpen torténik, mint a MAP kinazok esetében, amit a rezveratrol gatolni képes

(22. abra).
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22. abra: Az LPS-indukalta MAP kinaz, az Akt foszforilacié (aktivacio)
vizsgalata Western blottal Az Akt (Ser’3 és Thr’®) foszorilaciés mintizata
kiilonbozoé iddpontokban LPS kezelést kovetden. RAW 264.7 sejteket 10, 30
vagy 60 percig 1 pg/ml LPS-sel kezeltiik (L), vagy ezt megel6z6en el6kezeltiik
30 percig 50 uM rezveratrollal is 6ket (LR), vagy csak rezveratrollal kezeltiik
Oket (R). A nem-foszforilalt fehérje és a GAPDH mennyiségét hasznaltuk
kontrollként. A blottok reprezentativak és az oszlopdiagrammok harom
fiiggetlen el6hivas atlagat mutatjak. A hibazaszlok a blottok intenzitas-atlaganak
szOrasat mutatjak. A blottok intenzitdsanak kvantitativ kiértékelése Imagel
szoftverrel késziilt. A szignifikans eltéréseket *-gal jeldltiik (P<0.001).

1.5. A TRAF6 szerepének megvitatasa a rezveratrol anti-inflammatorikus

hatasaban

A szakirodalombol jol ismert, hogy a TLR4 receptorrol induldo TBK1 és RIP1 aktivécio
felelds az LPS altal kivaltott IkBa lebontasaért és az NF-kB aktivalodasaért, még a
MyD88 hianya esetén is (52). Ezzel ellentétben az LPS és az interferon gamma altal
kivaltott IkBo degradaciot nem gatolta a rezveratrol RAW 264.7 makrofagokban (149).
Ez az eredmény azt sugallja, hogy a rezveratrol NF-xB aktivacot gatlo hatasat nem az
IKK aktivacojanak gatlasan keresztiil fejti ki. Loniewski és mtsai (146) altal felallitott

modell magyarazatot iS szolgaltat erre az ellentmondasra. Munkajuk alapjan
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feltételezhetd, hogy az IKK aktivicioja makrofagokban két egymastol fiiggetlen
utvonalon is megtorténhet: egy TRAF6-szenzitiv (MyD88 fiiggd), és egy TRAF6-
inszenzitiv (MyD88 fiiggetlen és TRIF fiiggd) titvonalon.

Munkankban, az LPS-jelatvitele soran a TRAF6-0t azonositottuk, mint a rezveratrol
funkcionalis tdmadaspontjat. Eredményeink szerint a rezveratrol gatolta a traf6 gén
expresszidjat, a TRAF6 fehérjék auto-poli-ubikvitiniaciojat, és a TRAF6 altal aktivalt
MAP kinaz (kivéve ERK) és Akt utvonalakat is. Munkank aldtdmasztja a Sato és
munkatarsai (126) altal feltételezett kapcsolatot a TRIF és TRAF6 kozott, illeszkedve
azokhoz az eredményekhez, amelyeket Loniewski és Kobayashi (146,148) irtak le
korabban, Uj megvilagitasba helyezve a rezveratrol molekularis szerepét az anti-

inflammatorikus folyamatokban.
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2. A lipidperoxidaciot okozé t-BuOOH hatasa eukaridéta sejtmembranra

2.1. A t-BuOOH-rezisztens S. pombe torzs jellemzése

A tert-butil hidroperoxid-rezisztens S. pombe torzsek létrehozéasa a hyd™ sziildi térzsbol
random mutagenezissel tortént (Id. V1.2.4.2 fejezetben), majd a legnagyobb minimalis
gatlo koncentracioval rendelkezd torzset valasztottuk ki tovabbi vizsgéalatok céljara, mely
a hyd1-190 elnevezést kapta. Ez a torzs tetradanalizis vizsgalatok alapjan egy egy-génes
mutacidt hordozhat, mert a 25 teljes tetrad sproraklonjait tesztelve a hasadasi arany
minden esetben 2T:2N volt. A meidzis soran keletkez6 négy haploid spora egylittesét
tetradnak nevezziik, genetikai analizisét pedig tetradanalizisnek. A S. pombe tetradjai
linearis tetradok, a sporak sorrendjét a két meiotikus osztodas eseményei szabjak meg.
Szabalyos meidzis eredménye négy spora, amibdl kettd az egyik sziil6tdl, ketté masik
sziil6tdl szdrmazik.
A hyd1-190-es torzs a sziil6i (hyd™) tipussal 6sszehasonlitva:
(1) négyszeres rezisztenciat mutat t-BUOOH oxidativ stresszorral szemben (1.
tablazat)
(i)  hasonld generacios idovel rendelkezik (4 6ra) (23. abra)
(ili)  at-BuOOH-rezisztencia legalabb 30 passzalason keresztiil 6rokl6dott és stabil
maradt a t-BuOOH-mentes SM-taptalajon
(iv)  kétszeres érzékenységet mutat a membrankarositd hatassal rendelkez6

Amfotericin-B antimikotikummal szemben (1. tablazat).

A hyd1-190 torzs t-BuOOH rezisztencia vizsgalata SM taptalaj feliiletén tortént (1.
tablazat), mig a novekedésgatlas vizsgalata razatott kultardban, a stresszor jelenléte

mellett.
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hyd* hyd1-190

t-BuOOH mM 2.0 8.0
Amfotericin-B pg/ml 1.0 0.5

1.  tablazat: Minimalis  gatlo
koncentraciok meghatarozasa t-
BuOOH-ra és Amfotericin-B-re a hyd*
sziiléi és tert-butil hidroperoxid (t-
BOOH) rezisztens mutansara, a hydl-
190-es a torzsre.

1,0 mM t-BuOOH jelenlétében a hyd1-190-es torzs 20 %-kal csokkent szaporodast

mutatott, mint a kezeletlen kontroll, és 7 draval késébb érte el az exponencialis fazist,

mindekdzben a sziildi torzs szaporodasa teljesen leallt (23. abra). Ezen eldzetes

eredmények alapjan gondoltuk gy, hogy célszerli lenne megvizsgalni a két torzs

plazmamembran biofizikai paramétereit.

23. abra: Novekedés gatlas vizsgalat t-BuOOH jelenlétében.
S. pombe sziil6i torzs: hyd™ (s6tét szimbolumok) és t-BuOOH-

rezisztens mutans: hyd1-190 (vilagos szimbolumok), t-BuOOH
koncentraciok: m/o, kontroll (0 mM); e/o, 0.5 mM; A/A, 1.0

mM.

Idé (ora)
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2.2. t-BuOOH adaptacié vizsgalata és tulélésiik idofiiggése hyd™ és hyd1-190 S.
pombe torzseknél

A hyd™ sziildi torzsnek kiilonboz6 koncentracioju t-BuOOH-dal torténé novekedés
gatlasa egy adaptacios folyamat lehetoségével jarhat (23. abra), igy a torzsek adaptacios

vizsgalatat is elvégeztiink (24. abra).
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24, ébra Tl’llélési arz’my (A C) és adaptz’tci() (B, D) vizsgélata S. pombe hyd+ (A, B) és hyd1- 190 (C,

crer

mM t-BUOOH. Telepek szdma a kontroll mintara normallzalva és % ban megadva a keze1e31 id6 (perc)
figgvényében.

A két torzs 60 percig tartd 0,2, 1,0 és 2,0 mM-0s t-BuOOH kezelést kovetd talélési
aranyat megvizsgalva azt kaptuk, hogy 25, 34 és 50%-kal (hyd™) illetve 4, 12 és 20%-kal
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(hyd1-190) csokkent sejtpopulaciok telep-formald képessége (24/A és C abrak). A sejtek
adaptaciora vald lehetdségeként alkalmazott, 60 percig tartd szubinhibitori (0,2 mM-0S)
t-BuOOH koncentracidval torténd elokezelése, majd az ezt kdvetd, szintén 1 6ras 1,0 €s
2,0 mM-os t-BuOOH kezelések a tGlélés szignifikans novekedését eredményezték a hyd™
torzsnél, ellentétben a hyd1-190-es torzzsel (24/B és D abrak).

2.3. At-BUOOH-rezisztens torzs glicerin felvétele csokkent

A zsiroldékony glicerin felvétele élesztOkben passziv diffuzidval vagy aktiv transzporttal
(Na*-glicerin kotranszporter, H*-glicerin szimporter, akvaporinok) toérténhet (150), és
normal koriilmények kozott a hasznositas sebességmeghatarozé 1épése a glicerin-kindz
aktivitas. Viszont egyes mikroorganizmusokban kimutattak, hogy bizonyos koriilmények
kozott, melyek a sejtmembranok megvaltozasaval jarnak, eldfordulhat a glicerin-felvétel

hatékonysaganak zavara, megvaltozasa (136,151,152).

16 -

IdG (6ra)

25. abra: Gliikéz és Kkiilonb6z6 glicerin koncentracioja
tapoldatok (SM) hatasa a S. pombe torzsek novekedésére.
Jelolések: hyd™ (sotét szimbolumok), hyd1-190 (vilagos
szimbolumok). gliikéz (m,0); 1 M glicerin (®,0); 2 M glicerin
(A A). Reprezentativ abra.

Glicerin asszimilacios vizsgalataink azt mutattak, hogy mig a két torzs kozott glikoz

felhasznalas tekintetében nem figyeltiink meg kiilonbséget, addig a t-BuOOH-rezisztens
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torzs glicerin felvétele csokkent a sziiléi torzshoz képest, a sziil6i torzsnél 25 oraval
tobbre volt sziiksége, hogy belépjen a logaritmikus fazisba 1 M glicerint tartalmazo
médiumban tenyésztve, annak ellenére, hogy a 48 oras tenyésztés végére a biomassza
mennyiségek megegyeztek (25. abra). Ez 6nmagéaban nem bizonyitja, hogy membran-

Osszetétel valtozas tortént, de jo indikatora lehet.

2.4. A t-BuOOH-rezisztens torzs plazmamembranja emelkedett fazistranzicios

homérséklettel rendelkezik

A bioldgiai membranok dinamikus struktirak, molekulai tobbféle mozgést végezhetnek,
pl. rotaciot (sajat tengely koriili forgast) vagy a membran sikjaban is el tudnak mozdulni
(lateralis diffuzio, mely lipidek esetében joval gyorsabb, mint a membranfehérjéknél). A
zsirsav molekulak a membran egyik rétegébdl a masikba torténd atfordulasat flip-flop
mozgasnak nevezziik, és meglehet6sen ritka jelenség, emellett a zsirsavak zsirsavlancai
Is megtorhetnek, elhajolhatnak. Lathato, hogy a membran kvazi folyadékként viselkedik,
fluiditast mutat. A membrannak ez a fluiditasa elsGsorban a lipidosszetételétél és a
kornyezet hémérsékletétol fiigg. A sok telitett zsirsavlancot tartalmazo foszfolipid
molekulak kozott erds kdlcsonhatasok alakulnak ki, mig a telitetlen zsirsavlancok a kettds
kotés helyén kialakulo elhajlas miatt a szerkezet fellazulasat okozzak, mialtal a membran
rendezetlenebb, ,,folyékonyabb” lesz. Ezzel szemben a merev szteranvazzal rendelkez6
molekulak (gombak esetében elsdsorban az ergoszterin) és a membranfehérjék aranyanak
novekedése merevebbé teszi a membranokat. Az ¢éldvilagban éltalanos jelenség, hogy
bizonyos ¢ldlények alacsony hdOmeérsékleten sok telitetlen zsirsavlancot tartalmazo
foszfolipidet épitenek membranjaikba, ezzel biztositva a normalis miikodéshez sziikséges
fluiditast, hiszen a membran fluiditdsa szamos transzportfolyamat eléfeltétele is. A
membranok ezen molekuléris atrendezddését mas kornyezeti koriilmények, stresszorok

is kivalthatjak.
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A két torzs plazmamembran fazistranziciés homérsékletét EPR spektroszkopiaval
hataroztuk meg. A kisérletek soran vegetativ sejtek helyett ozmotikusan stabilizalt (0,6
M KCI) sejtfal-mentes protoplasztokat hasznaltunk. A plamamamembran un. 2A’zz
értékének meghatarozasahoz hasznalt spin-jelol6 az 5-SASL (5-DOXYL-stearic acid, free

radical) volt, mozgasat 0-30°C hémérséklet tartomanyban mérve (26. abra).
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26. abra: Fazistranzicios homérséklet meghatirozasa, reprezentativ abra. A homérséklet (T)
fliggvényében a hiperfinom csatolasi allando (G) alakulasa az S. pombe hyd™ (A) és t-BOOH-rezisztens
mutansa, a hyd1-190 (B) tozsek esetében (jelolés: 5-SASL). Szimbolumok: m (A, B) kontroll; o (A, B)
t-BuOOH-kezelt (0,2 mM, 1 6ra).

A molekulaproba rotacios és korrelacios idejét a 2A’zz érték (hiperfinom csatolasi
allando) segitségével szamoltuk. A lipid régi6 fluiditasanak karakterizaldsa a membranba
beéiilt spin-jeldlt zsirsavak bukdacsold mozgéasanak kdszonhetd. Ez a 2A’°zz érték nem
egyenes aranyosan, de fiigg a homérséklettdl, igy egy jol definialt fazistranzicios
homérséklet kovetkeztethetd. A fazistranzicios hdmérséklet toréspontja a kezeletlen, vad
tipusu kontroll S. pombe sejtek esetén 11,68°C mig a hyd1-190 tozs esetében 19,64°C
(26. abra) volt. 1 6ra 0,2 mM t-BuOOH kezelést kdvetden a fazistranzicios
homérsékletek az alabbiak szerint alakultak: a hyd™ sziil6i torzs esetén 15,63°C, mig a
hyd1-190 torzs esetén 12,81°C. Ebbdl kovetkezik, hogy alapallapotban a rezisztens torzs
membranja rigidebb, hiszen a gél-szol atmenet magasabb hdmérsékleten kovetkezik be

(11,68°C vs. 19,64°C). Erdekes viszont, hogy alacsony koncentracidju (0,2 mM), és
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relative hosszu (1 6ra) t-BuOOH kezelést kovetden a sziil6i torzs membranja rigidebbé
valt (11,68°C - 15,63°C), ezzel szemben a t-BuOOH-rezisztens torzs membranja joval
“korabban” szol allapotba keriilt (19,64 - 12,81°C), vagyis a kezelés hatasara fluiditasa
jelentdsen novekedett. Feltehetéen eltéré molekularis mechanizmusok vezettek a két

torzs eltéro stressz-valaszaihoz.

2.5. A t-BuOOH hatasa a zsirsav-osszetételre és szterin tartalomra hyd* és hyd1-
190 térzsekben

A hyd" és hyd1-190 torzsek késb-log fazist (23 ora), kezeletlen tenyészeteibdl készitett
lipid-extraktumokat vékonyréteg kromatografiaval szeparaltuk, majd
gazkromatografiaval meghataroztuk a szterin és zsirsav komponenseket (2-7. tablazat).
A szterin Gsszetételben a két torzs egyes komponensei esetében mennyiségi valtozasokat
figyeltiink meg. A hyd1-190 torzs enyhe (7,8 %) emelkedést mutatott ergoszterin
tartalomban, és koriilbeliil kétszeres novekedést a zimoszterin, fekoszterin, ergoszta-5,7-
dienol és episzterin tartalomban, illetve kétszeres csokkenést a szkvalén, lanoszterin és
24-metilén-24,25-dihidrolanoszterin tartalomban (2. tablazat, kontroll oszlop).

Hogy megvizsgaljuk a t-BuOOH kezelésnek a lipid-Osszetételben (27. abra) adodo
kovetkezményeit, kzéplog fazist tenyészeteket 8 dran keresztiil kezeltiink szubinhibitori
koncentracioju (0,2 mM) t-BuOOH-dal a lipid extrakciot megelézéen. Ez a kezelés
modosulasokat okozott a legtobb szterin és zsirsav komponensben (2-6. tablazat)

mindkét torzsnél.

Raktarozott
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(neutralis) |
Foszolipidek Glikolipidek
Triacilglicerolok | l Glicero-foszfolipidek ” szfingolipidek | | fingolipidel “ aktolipidek ([szulfolipidek) |

~ \»:/J\/
,[l,
\\\-“/

Zsirsav I Zsirsav

Zsirsav ]

=
E
)
£
=
&

diszacharid

27. 4bra: Lipidek osztalyozasa. Forras: Lehninger (5™") 10-7 dbra alapjan (153).
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Az azonositott zsirsavak szama (27. abra) a teljes zsirsav tartalomban (total fatty acids =
TFAS) 24, a polaris lipidekben (polar lipids’ fatty acids = PLFAS) 17, triacilglicerinokban
(triacylglycerols’ fatty acids = TAGFAS) 10, és a szabad zsirsavakban (free fatty acids =
FFAs) 5 (3-6.tablazat). A zsirsavosszetétel ¢és a tobbszordsen/egyszeresen
telitetlen/telitett aranyuk lathato a 7. tablazatban. Az itt bemutatott eredmények
prezentaljak a S. pombe eddigi legrészletesebb zsirsavanalizisét. (S. pombe-ban a
neutralis lipidek a citoszoltol elkiiloniilve, egyrétegii foszfolipid réteggel kortilvett lipid-
partikulumokban tarolodnak, a gyors mobilizalhatosag érdekében.)

A 6 zsirsavak S. pombe-ban a palmitinsav (C16:0; 9,1-12,9 %), a sztearinsav (C18:0;
6,0-15,3 %) és az olajsav (C18:1-9c; 42,0-71.7 %) minden csoportban, kivéve a szabad
zsirsavaknal. Szignifikans kiilonbséget kaptunk a zsirsavak mennyiségéban a hyd1-190
torzsben, Osszehasonlitva a hyd™ sziildi torzzsel, feltecheten a szterin Osszetétel

moddosulasanak kovetkezményeképpen.

Kontroll t-BuOOH-kezelt

Szterinok

hyd* hyd1-190 hyd* hyd1-190
Szkvalén 1.9 0.4 ### 22 ° 03 **
Zimoszterin 0.2 0.5 ### 01 ™ 0.4 *
Ergoszterin 78.1 847 # 76.1 82.3
Fekoszterin 0.9 2.5 ### 24 3.0 *
Ergosta-5,7-dienol 0.2 0.4 ### 04 ™ 05 **
Episzterin 0.3 0.7 ### 07 ™ 0.6 *
Lanoszterin 4.9 2.8 ## 6.6 ™ 3.6 *
24-metilén-24,25-dihidrolanoszterin 13.1 6.9 ## 110 ™ 8.3 **
Azonositatlan 0.4 1.1 ### 06 ™ 09 *

2. tablazat: Szterin tartalom (%) S. pombe sziil6i torzs hyd™ és t-BuOOH-rezisztens mutansa, a hyd1-190
esetében. A kdzép-log fazist tenyészeteket 0,2 mM t-BuOOH-dal kezeltiik 8 6ran at. Szignifikancia: #**5-
15% kiilonbség; #****15-100% kiilonbség; "™ ***t5bb, mint 100 % kiilonbség.

Szignifikanciat az alabbiak kozott kalkulaltunk:

(i) # hyd* és hyd1-190 torzsek;

(if) * t-BuOOH kezelt és kezeletlen hyd®,

(iii) * t-BuOOH kezelt és kezeletlen hyd1-190.
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Teljes zsirsav tartalom Kontroll t-BuOOH-kezelt

(TFA) hyd*  hyd1-190 hyd* hyd1-190
8:0 0.2 0.2 01~ 0.2
10:0 16 17 # 12 ™ 21 *
12:0 1.4 1.4 11 19 *
14:0 0.4 0.4 0.4 05 *
16:0 9.1 9.2 8.3 * 9.0
16:0-OH 15 11 # 25 ™ 26 *
16:1-9¢ 17 15 # 19 ~ 25 *
18:0 7.8 74 % 63 ™ 8.7 *
18:1-9t ND ND 0.1 0.1
18:1-11t 0.2 ND ND ND
18:1-9¢ 612 652 * 66.4 * 63.6
18:1-11c ND ND ND ND
18:2-9¢,12¢ 5.5 7.6 # 34 ™ 19
18:2-19,t11 0.2 0.2 05 ™ 04 *
18:2-t10,¢12 0.2 0.2 ND ND
18:3-6,9,12¢ 0.2 ND ND ND
20:0 0.2 ND 01 ™ 0.2
20:1-11c 0.2 0.2 03 ™ 03 *
20:4-8,11,14,17c ND ND ND 0.1
22:0 03 0.2 # 01 ™ 0.2
22:1-13c ND ND ND 0.1
22:5-7,10,13,16,19¢ 0.4 ND 06 ™ 0.8
22:6-4,7,10,13,16,19¢ ND ND ND 0.1
24:0 0.9 0.7 # 10~ 14 *

3. tablazat: A S. pombe hyd* és t-BuUOOH-rezisztens mutiansa a hyd1-190
osszes zsirsav osszetétele (TFA) %-ban, kontroll és t-BuOOH-kezelést (0,2
mM, 8 ora) kovetéen. (ND — nem detektalt; c—cisz; t—transz. Szignifikancia (ld.
2. tablazat): #"* 5-15 % kiilonbség; #™** 15-100 % kiilonbség; ™"+ t5bb,
mint 100 % kiilonbség.)

A t-BuOOH-rezisztens hyd1-190 torzs polaris lipidjeinek zsirsav tartalma 4,5 %-0S
novekedést mutatott a telitetlen/telitett aranyban, és 2,8 %-o0s csokkenést a tobbszordsen

telitetlen/telitett zsirsavak aranyaban (7. tablazat).
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Osszefoglalva, a kezeletlen és a kezelt késéi-logaritmikus fazisa (23, illetve 15+8=23 6ra)

tenyészetek lipid extraktumabol készitett vékonyréteg kromatografiat kovetden, a szterin

¢s zsirsav komponenseket gazkromatografiaval hataroztuk meg mindkét torzs esetében

(2-6. tablazatok). A szterin-Gsszetételben mar a kezelés nélkiili kontroll esetben is

mennyiségi valtozas volt megfigyelheté a hyd1-190 torzsnél a sziiléi torzshoz képest.

Enyhe mértékben, 7,8%-kal novekedett az ergoszterin tartalma, koriilbeliil kétszeres

novekedés volt megfigyelhet6 a zimoszterin, fekoszterin, ergosta-5,7-dienol és episzterin

tartalomban, kétszeres csokkenés

dihidrolanoszterin tartalomban (2. tablazat).

a szkvalén,

Polaris lipidek Kontroll t-BuOOH-kezelt
zsirsavai (PLFA)  hyd* hyd1-190 hyd* hyd1-190
8:0 ND 0.2 ND 0.1 **
10:0 1.7 2.0 # 1.1 ™ 14 *
11:0 0.5 0.4 # 04 ™ 02 *
12:0 1.6 1.7 # 1.2 ™ 1.7
14:0 0.5 0.5 04 ™ 0.5
16:0 11.6 11.2 126 * 128 *
16:0-OH 04 ND 03 ™ 0.6
16:1-9c 2.2 20 *# 3.0 ™ 33
18:0 6.0 51 # 40 ™ 56 *
18:1-9t ND ND 0.2 0.2
18:1-9c 71.7 72.1 72.8 69.7
18:2-t9,t11 0.6 0.6 0.6 04 **
20:1-11c ND ND 0.3 0.4
20:4-8,11,14,17¢c 0.3 ND 04 ™ 0.4
22:1-13c ND 2.2 ND 0.9 **
24:0 0.4 ND 03 ™ 0.4

4. tablazat: A S. pombe hyd* és a t-BuOOH-rezisztens mutansanak a
hyd1-190 torzs polaris lipid zsirsavosszetétele (%) (PLFA) kontroll
koriilmények és t-BuOOH-kezelés utan (0,2 mM, 8 ora). (ND — nem
detektalt; c—cisz; t-transz. Szignifikancia (1d. 2. tiblazat): #** 5-15 %
kiilonbség; ™ 15-100 % kiilonbség; ™"+ t5bb, mint 100 %

kiilonbség.)

lanoszterin és 24-metilén-24,25-
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Triacil- Kontroll t-BuOOH-kezelt

glicerin

zsirsav

5sszetétel hyd* hyd1-190 hyd* hyd1-190

(TAGFA)
8:0 0.7 2.2 0.7 40 *
10:0 3.0 4.4 # 23 ™ 51 ¢
12:0 1.7 13 # 12 ™ ND
14:0 ND ND 0.5 ND
16:0 5.3 6.4 # 44 79 *
16:1-9¢ 1.9 12 # 1.7~ ND
18:0 15.3 17.8 # 70 ™ 154 **
18:1-9c 56.3 54.9 532 57.5
18:2-t9,t11 ND ND 0.2 ND
24:0 1.3 ND 05 ™ ND

5. tablazat: A S. pombe hyd* és a t-BuOOH-rezisztens
mutansanak a hyd1-190 torzs triacil-glicerin zsirsavosszetétele
(%) (TAGFA) kontroll koriilmények és t-BuOOH-kezelés utan
(0,2 mM, 8 ora). (ND — nem detektalt; c—cisz; t-transz.
Szignifikancia (1d. 2. tiblazat): *"* 5-15 % kiilonbség; ™"+ 15-
100 % kiilonbség; #*™*** t5bb, mint 100 % kiilonbség.)

Szabad Kontroll t-BUOOH-kezelt
zsirsavak N N

8:0 ND 11.6 10.1 49 ***
16:0 12.9 8.3 # 12.7 8.8 *
16:1-9¢ ND ND 39.7 31.9
18:1-9¢ 42.0 347 # ND ND
18:2-9c,12¢c ND ND ND 8.6

6. tablazat: A S. pombe hyd* és a t-BuOOH-rezisztens
mutansanak a hyd1-190 torzs szabad-zsirsav dsszetétele (%)
(FFA) kontroll koriilmények és t-BuOOH-kezelés utan (0,2

mM, 8 o¢ra). (ND

nem detektalt;

c—Cisz;

t-transz

Szignifikancia (1d. 2. tablézat): #**5-15 % kiilonbség; #**** 15-
100 % kiilonbség; #* ™" ***t5bb, mint 100 % kiilonbség.)
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Kontroll t-BuOOH-kezelt
hyd* hyd1-190 hyd* hyd1-190
TFA telitett 22.8 215 *# 194 * 245 *
telitetlen 72.9 75.8 76.3 709 *
telitetlen 32 35 ¢ 39 29 *
/telitett
tobbszordsen
telitetlen 0.3 04 # 02 ™ 0.1 ***
/telitett
ismeretlen 1.0 0.8 # 08 ™ 09 *
PLFA telitett 22.4 21.6 203 ° 232 *
telitetlen 76.7 77.6 79.6 75.8
telitetlen 34 36 * 39 * 32
/telitett
tobbszordsen
telitetlen 0.03 0.03 0.05 * 0.04 **
/telitett
ismeretlen 4.4 2.3 # 4.3 45 +
TAGFA telitett 31.0 349 # 222 ™ 33.4
telitetlen 66.9 65.1 76.9 * 67.4
telitetlen 22 19 # 35 20 *
/telitett
tobbszordsen
telitetlen/telit ND ND 0.01 ND
ett
ismeretlen 2.4 0.0 # 09 ™ 0.0
FFA telitett 26.5 241 *# 26.2 261 *
telitetlen 73.5 75.7 73.8 73.9
telitetlen 28 31 * 2.8 28 *
/telitett
tobbszordsen
telitetlen ND ND ND 0.3
/telitett
ismeretlen 0.0 0.0 0.0 0.0

7. tablazat: A S. pombe hyd* és a t-BuOOH-rezisztens mutansanak a hyd1-190
torzs telitetlen/telitett és tobbszorosen telitetlen/telitett zsirsavainak aranya a
kiilonb6z6 preparatumokban kontroll koriilmények és t-BuOOH-kezelés utan
(0,2 mM, 8 ora). Total lipid zsirsavak (TFA), polaris lipidek zsirsavai (PLFA),

triacil-glicerinok zsirsavai (TAGFA) and szabad zsirsavak (FFA).

(ND — nem detektalt. Szignifikancia (I1d. 2. tablazat): #** 5-15 % kiilonbség; " **

15-100 % kiilonbség; ##*** t5bb, mint 100 % kiilonbség.)
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A legkifejezettebb valtozasok t-BuOOH-kezelés hatdsara a hyd™ sziili torzs szterin
Osszetételében torténtek, pl. tobb mint 100 %-kal nétt a zimoszterin, fekoszterin,
ergoszta-5,7-dienol és az episzterin mennyisége (2. tablazat). Ezek a szterin
kompozicioban bekovetkezett mennyiségi valtozasok megjelennek a zsirsavak
mennyiségi valtozasaban is, kiilonosen a polaris lipid-zsirsavakéban (PLFA).

A hyd™ nyolc, mig a hyd1-190 hat komponensének mennyisége valtozott szignifikinsan
(2-6. tablazat). A tobbszordsen telitetlen és a telitett PL-zsirsavak aranya szintén

szignifikdnsan novekedett mindkét torzsben (7. tablazat).

2.6. A t-BUOOH eukariota sejtmembranra kifejtett hatasinak megvitatasa egy

t-BUOOH-rezisztens és annak sziiloi S. pombe torzse esetében

A Candida albicans AF06-0s t-BuOOH-tolerans mutansat Fekete és munkatarsai
izolaltak és karakterizaltak (100), és az altalunk leirtakhoz hasonldan, a mutacié naluk
sem befolyasolta a novekedési ratat vagy a sejtméretet, viszont a mutansuk toleranciaja
nem csak t-BuOOH-dal szemben nétt meg, hanem Amfotericin-B antibiotikummal
szemben is, ami azt sejteti, hogy ez egy nem-allélikus mutacié (154), a miénkhez
hasonloan. Inoue és munkatarsai leirtak (155), hogy a Saccharomyces cerevisiae egy
transzforméansaban egy azonositatlan oxidativ stressz rezisztencia gén amplifikacidja t-
BuOOH ¢s mas lipid-peroxidokra rezisztenciat/keresztrezisztenciat indukalt. A mar
korabban izolalt C. albicans erg-12 torzs egy ergoszterin bioszintézisben mutans tipus,
amelyben csak az ergoszterin biszintézis prekurzorainak mennyisége modosult, igy a
plazmamembran 6,6 %-kal kevesebb ergoszterint tartalmaz, ami mégis kétszeres
Amfotericin-B-rezisztenciat okoz.

A szterinok egyik legfontosabb funkcidja a biolégiai membranokban, hogy keményitsék
a membranstruktirat a folyadék-kristalyos fazisban. A koleszterin mikroviszkozitési
indexe foszfolipid keverékekben 12,1, mig ez az érték onallo foszfolipidek és zsirsavak
esetén 37°C-os hémérsékleten 3,4-0,1-ig terjed (156). A szterin komponensek aranya
alapvetden meghatarozza a membranok fluiditasat. {ly médon a szterin komponensek

mennyiségi valtozasanak eredményezni kellene a zsirsavak adaptiv valtozasat annak
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érdekében, hogy a biofizikai paraméterek és a plazmamembran bioldgiai funkcidja
megfeleld maradjon.

Az adatok azt sugalljak, hogy a mutacid, amely a hyd1-190 mutans kialakuldsahoz
vezetett, lehetséges, hogy az ergoszterin bioszintézis vagy regulacidé génjeinek egyikét
érinti, egy adaptiv atalakulast eredményezve a plazmamembran zsirsavosszetételében (3-
7. tablazat), tikrozve a megvaltozott egyszeresen-tobbszordsen telitetlen/telitett
zsirsavak aranyanak valtozasat. Megfigyeléseink Osszhangban vannak 7 ergoszterin-
mutans C. albicans torzsnél megfigyelt jelenségekkel, ahol a csokkent mennyiségii, vagy
hianyz6 ergoszterin korrelalt egy emelkedett szaturacios szinttel, és a zsirsav lancok
hosszisaganak csokkenésével (157).

Bar, a mutans hyd1-190 sejtek enyhén (7,8 %-kal) tilkompenzaljak ergoszterint és a
valtozd mennyiségli szterin intermediereket (2. tablazat), mégis a fazis-tranzicios
hémérséklet téréspontja a kezeletlen kontroll hyd1-190 sejteknél még mindig 7,96°C-kal
magasabb (fluidabb), mint a sziil6i hyd* sejtek esetében. Ezek az eredmények jol
egybevagnak a korabban (157) egy Candida albicans erg-12 ergoszterin-szintézisben
muténs torzsnél talaltakkal. Mivel mind az egyszeresen, mind a tobbszorosen telitetlen
zsirsavak alanyai lehetnek a lipidperoxidacionak, tobb mas mellett akar a hyd1-190 torzs
zsirsav-Osszetételében torténd valtozas is okozhatja, hogy magasabb fenotipikus
rezisztenciaval rendelkezik a sziil6i torzshoz képest (24. abra, 1. tablazat). Ezek a
jelenségek lehetnek az okai annak, hogy a hydl-190-es torzs plazmamembranja
megvaltozott, egyetértésben a C. albicans-on tett korabbi megfigyelésekkel (136,158). A
fenti eredmények alapjan azt a kovetkeztetést vonnank le, hogy a plazmamembran
Osszetételének megvaltozasa miatt a felvételi (“uptake”) folyamatok is megvaltoztak,
hiszen ezek a membran Osszetételétdl fliggenek, ennélfogva az asszimilalhat6 szénforras,
a glicerin felvételében lathato valtozasok oka is ez lehet (136,152).

Yarrowia lipolytica élesztében a linolsav-hidroperoxid (a C18:3 peroxidacio egy
terméke) kezelés noveli a membran fluiditdsdt, bar nem hatdroztak meg a
plazmamembran dsszetételében valtozast (159).

Korabbi megfigyeléseinkkel ellentétben a t-BuOOH-kezelés nem csak fluidizalo hatast

okozhat (hyd1-190 esetében), hanem rigidizalot is (sziildi torzs esetében), feltehetden a
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plazmamembran Osszetétel megvaltozasa miatt. A human eredeti U937 monocita
sejtvonal t-BuOOH-val torténd kezelése a plazmamembran csokkent fluiditasat
eredményezte, dozis- és idofiiggd modon, egyuttal valosziniisitve, hogy a lipoperoxidativ
karosodas lehet a f6 oka a monocitdk karosodasanak atheroszklerdzisban (a membran
Osszetételét ebben az esetben nem vizsgaltak) (160).

A hyd1-190 sejteknél megfigyelt adaptacios hiba t-BuOOH-dal szemben — ellentétben a
hyd* sziiléi torzzsel — nem volt megfigyelhetd a S. pombe chrl-66T krém-tolerans
mutans esetében sem (161). Ez egy kovetkezménye lehet a hyd1-190 torzs
kiegyensulyozatlan redox allapotanak, Osszevetve a korabban emlitett C. albicans t-
BuOOH-tolerans mutansaval, de tovabbi kisérletek sziikségesek, hogy megerdsitsék
ezeket a feltételezéseket. Hasonlo adaptacios kisérleteket t-BuOOH-rezisztens/tolerans S.
cerevisiae-vel és C. albicans-szal nem végeztek.

Osszefoglalva, a hyd1-190 tdrzsben rezisztenciat okozé mutdcié miatt a szterin
Osszetételben tortént mennyiségi, ¢és a plazmamembran zsirsavosszetételében
bekovetkezd valtozasok, ellentétben a hyd™ sziildi torzzsel, eredményezhették az
Amfotericin-B-vel szemben megndovekedett érzékenységet, egy emelkedett fazis-
tranziciés hémérsékletet, és glicerin-felvétel képességének csokkenését is. A mutans és a
szlldi torzs két generacids idon keresztiili szubinhibitori t-BUOOH koncentracioval
torténd kezelése adaptaciot indukalt a membrandsszetételben, mely visszakdszon a
plazmamembran modosult biofizikai paramétereiben (pl. hiperfinom csatolési allando és
fazistranzicios homérsékletek), de fenotipusos adaptacio t-BuOOH-dal szemben csak a

sziil6i, hyd™ torzsnél volt megfigyelhetd.

96



VIII.

OSSZEFOGLALAS

Korabbi irodalmi adatok alapjan valoszintsitettiik, hogy a rezveratrol ismert NF-
kB aktivaciot gatlo hatasat nem az IKK aktivacidjanak gatlasan keresztiil fejti ki,
mely aktivaci6 makrofagokban két egymastol fliggetlen ttvonalon is
megtorténhet: egy MyD88-fiiggd ¢és egy TRIF-fiiggd utvonalon. Tovabba
feltételeztiik, hogy ezen jelatviteli utak kozott szoros kolesonhatas allhat fenn,
melyek kozott a kapcsolat a TRAF6 fehérje lehet, mely mindkét Gtvonalban valo
részvételével hozzajarulhat az NF-kB aktivalasahoz, igy a rezveratrol potencialis
tdmadaspontja lehet a gyulladasos jelatvitelben. Munkankban, az LPS-jelatvitele
soran azonositottuk a TRAF6-0t, mint a rezveratrol funkcionalis tamadaspontjat,
eredményeink szerint a rezveratrol gatolta a trafé gén expressziojat, gatolta a
TRAF6 fehérjék auto-poli-ubikvitiniacioval torténd aktivalodasat, és a TRAF6
altal aktivalt MAP kindz (kivéve ERK) és Akt utvonalakat is. Osszhangban a
korabbi kutatasokkal, aldtdmasztottuk a TRIF és TRAF6 kozotti jelatviteli
kapcsolat lehetéségét, ezaltal Gj megvilagitasba helyeztiik a rezveratrol lehetséges

molekularis szerepét az anti-inflammatorikus folyamatokban.

A S, pombe eukariota hasadoéleszté  oxidativ  stressz  okozta
membrankarosodasainak vizsgalata soran kimutattuk, hogy a hyd1-190 torzsben
t-BUOOH rezisztenciat okozé mutdcié miatt bekovetkezd, a plazmamembran
szterin- és zsirsavosszetételében tortént mennyiségi és mindségi valtozasok
eredményezhettek  egy  Amfotericin-B-vel  szemben  megnovekedett
érzékenyéséget, egy emelkedett fazis-tranziciés hémérsékletet a membran szol-
gél allapotat tekintve, illetve okozhattdk a glicerin-felvétel képességének
csOkkenését is. Vizsgalatokkal bizonyitottuk, hogy a két generacios idén
keresztiili szubinhibitori t-BuOOH koncentracidval torténd elokezelés adaptaciot
indukdlhat a membrandsszetételben, mely visszakdszon a plazmamembran

modosult biofizikai paramétereiben, de a fenotipusos adaptacié t-BuOOH-dal
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szemben nem feltétlen jar ezzel egyiitt, hisz az csak a sziil6i, hyd™ térzsnél volt
megfigyelhetd. Az adatok azt sugalljak, hogy a mutacio, amely a hyd1-190 mutans
kialakulasahoz vezetett, lehetséges, hogy az ergoszterin bioszintézis vagy
regulacio génjeinek egyikét érinthette, egy adaptiv atalakulast eredményezve a
plazmamembran zsirsavosszetételében, tiikrozve a megvaltozott egyszeresen-
tobbszorosen telitetlen/telitett zsirsavak ardnydnak valtozdsat, de ennek
bizonyitasara genetikai vizsgéalatokra volna sziikség. Emellett munkank
tartalmazza a Schizosaccharomyces pombe éleszté eddigi legrészletesebb szterin-

és zsirsav analizisét.
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IX. MELLEKLETEK

1. Felhasznalt vegyszerek, enzimek és antitestek

Anti-Akt antibody

Anti-GAPDH

Anti-p38 antibody

Anti-p44/42 antibody (ERK)
Anti-phospho-Akt antibody
Anti-phospho-p38 antibody
Anti-phospho-p44/42 antibody
Anti-phospho-SAPK/INK antibody
Anti-SAPK/JNK antibody
Anti-TRAF6 antitest

Anti-Ubiquitin

BioMag anti-rabbit magnetic bead
BioRad DC Protein Assay

DNase I, RNase-free

Dulbecco’s modified Eagle's medium
Fetal calf serum (FCS)

Immobilon Western

IQ SYBR Supermix

L-Glutamine

LPS from Escherichia coli

Maxima SYBR Green qPCR Master Mix
Oligo(dT)1s primer

Pen Strep; Penicillin-Streptomycin, liquid
Phosphatase inhibitor cocktail
Protease inhibitor cocktail
Resveratrol

RevertAid Reverse Transcriptase First Strand cDNA Synthesis Kit

RiboLock RNase Inhibitor

Secondary horseradish-peroxidase-conjugated anti-mouse antibody
Secondary horseradish-peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody

SuperSignal West Pico chemiluminescent substrate
TRIzol

2. Oldatok

DMEM:-tapoldat (500 ml)

DMEM (endotoxin tested) 445 ml
FCS (steril) 50 ml
200 mM L-glutamin (sterilre szlirve) 10 ml
Pen Strep (sterilre sziirve) 5ml

Cell Signaling Technology
Millipore

Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
Cell Signaling Technology
R&D Systems

Santa Cruz Biotechnology
Cell Signaling Technology
Polysciences Inc.

Bio-Rad

Fermentas

Sigma-Aldrich

Gibco

Millipore

Bio-Rad

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Fermentas

Fermentas

Gibco

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Fermentas

Fermentas

Sigma-Aldrich

Bio-Rad

Pierce Chemical
Invitrogen
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Lizis puffer (100 ml)

HEPES

NaCl

glicerin

Tween-20

EGTA

EDTA

NasVOq4

DTT (1,4-Dithiothreitol) (frissen)
PMSF (fenil-metil-szulfonil-fluorid) (frissen)
proteaz inhibitor koktél (frissen)
pH

4x mintapuffer (10 ml)
Glicerin

10%-0s SDS-oldat
Merkaptoetanol

1 MTRIS, pH 8,0

0,5 M EDTA
Desztillalt viz

Akrilamid oldat (100 ml)
Akrilamid
N,N’-metilén-bisz-akrilamid
Desztillalt viz

Separating gél puffer (300 ml)
TRIS

SDS

Desztillalt vizzel

pH

Stacking gél puffer (200 ml)
TRIS

SDS

Desztillalt vizzel

pH

1,199
0,8766 g
10 ml
100 pl
0,0951 g
0,0372 ¢
0,00183 g
0,1542 g
1:200
1:200
7,4

4 ml
2ml
1mi

0,2 ml
45 ul
2,755 ml

309¢g
08¢
100 ml-re

54,45¢
0,29

300 ml-re
8,8

12 g
08¢

200 ml-re
6,8

SDS poliakrilamid als6 gél (2 db; 1 mm-es mini protean) 10 %

Desztillalt viz

Akrilamid oldat

Separating gél puffer

10%-0s (NH.)2S20s-oldat (APS)
TEMED

pH

SDS poliakrilamid fels6 gél (2 db; 1 mm)
Desztillalt viz

Akrilamid oldat

Stacking gél puffer

10%-0s (NH4)2S,0s-oldat (APS)

TEMED

PH

5mil
4 ml
3mil
40 ul
12 ul
8,8-9,0

5ml
4 ml
3ml
40 pl
12 ul
6,5-6,8

12%
4,28 ml
4,8 ml
3mi
44 ul
13,5 ul
8,8-9,0
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Futtaté puffer (1000 ml)
Glicin

TRIS

SDS

Desztillalt viz

Semi-dry blottolo puffer (500 ml)
Glicin

TRIS

Metanol

Desztillalt viz

pH

Gélfesto oldat (70 ml)
Coomassie Brillant Blue festék
Koncentralt ecetsav
I1zopropanol

Desztillalt viz

DESTAIN (festék eltavolité) oldat (975 ml)

Metanol
Koncentralt ecetsav
Desztillalt viz

»A” mosopuffer
20 mM TRIS
150mM NacCl

1% TRITON-X 100
pH 7,4

TBS (10X) (1000 ml)

24 g Tris base

88 g NaCl

900 ml desztillalt viz

pH 7.6 (12 N HCl-dal)

1000 ml végtérfogatra tolteni

»B” mosopuffer
20mM TRIS
150 mM NaCl

1000 ml-re

729
1549

100 mi
500 ml-re
8,1-8,3

05¢g
10 ml
30 mi
30 mi

165 ml
10 ml
800 ml

»C” mosopuffer
5mM TRIS
pH 7,4

TBST (Tris-buffered saline + 0,1% Tween 20) (1000 ml)

100 ml TBS 10x
900 ml desztillalt viz
1 ml Tween 20
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3. Mikroorganizmusok

Lab. kod Torzsek Eredet
190 Schizosaccharomyces pombe Genetikai és Molekularis Biologia Tanszék,
hyd* (ura4D18, h) Természettudomanyi Kar, Debreceni Egyetem
361 Schizosaccharomyces pombe Novekvd t-BuOOH koncentracio jelenlétében

hyd1-190  (uradD18, h?)

szaporodo6 190-es torzsbol

4. Téaptalajok, tapoldatok

A taptalajok a tapoldattal szemben 2% agart is tartalmaznak, pH = 5,5.

Komplett tapoldat (YEL/YEA, yeast extract liquid/agar):

3 % gliikéz

0.5 % élesztékivonat
100 pg ml* uracil
pH: 4,5

Minimal tapoldat (SM, selective minimal)
1 % gliikoz

0.5 % (NH4)2SO4

0.1 % KH;PO4

0.05 % M@.SO4 x 7TH20

100 pg mi* uracil

pH: 4,5

Wickerham féle vitaminkeverék
0,2 mg folsav

0,2 mg biotin

40,0 mg Ca-pantotenat

200,0 mg inozitol

40,0 mg nikotinsav

20,0 mg p-aminobenzoesav
40,0 mg piridoxin.HCI

40,0 mg tiamin.HCI

20,0 mg riboflavin

100 ml desztillalt vizben oldva

Sporaztato taptalaj (SPA)

0,1 % KH2PO4

1 % gliikoz

1 ml/1 vitaminkeverék (Wickerham féle)
2 % agar

Protoplasztalé enzimoldat
2 mg/ml Trichoderma harsianum enzim preparatum
0,6 M szorbitolban oldva (Lysing enzyme — Sigma)
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Na - Hepes puffer
5,5 mM gliiko6z

10 mM Hepes

150 mM NaCl

1 mM KCI

100 pg/ml

pH: 7,4

(1000 ml)
1,062 g
1,191 ¢
4,389
0,037¢g
0,1g
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