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Roviditések listaja

AP-1: activator protein 1

CD14: cluster of differentiation 14

Cox: cyclooxigenase

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium

DMSO: dimethyl sulfoxide

ECSIT: evolutionarily conserved signaling intermediate in Toll pathways
ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay

ERK: extracellular signal regulated kinase

GAPDH: glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

HRPO: horseradish peroxidase

IFN: interferon

IKK: IxB kinase

IxB: inhibitor of kappa B

IL: interleukin

INOS: inducible nitric oxide synthase

IRAK: interleukin-1 receptor-associated kinase

IRF: interferon regulatory factor

JNK: c-Jun N-terminal kinase

LBP: LPS binding protein

LPS: lipopolysaccharide

MAPK: mitogen-activated protein Kinase

MD2: myeloid differentiation factor-2

MEK: MAPK/ERK kinase

MEM minimum essential medium

MKK: MAPK kinase

MKP: MAPK phosphatase

MTT: 3(4,5dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
MyDa88: myeloid differentiation primary response protein 88
NEMO: NF-kappaB essential modulator

NFkB: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

NLR: NOD-like receptor
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1. Bevezetés

1.1. A gyulladasos folyamatok attekintése

A gyulladds a magasabbrendii szervezetek fert6zésre, sériilésre, vagy karosodott szoveti
miikodésre adott valasza, melynek célja a fert6z6 agens elpusztitasa, a karosodas lokalizalasa,
az eredeti funkciok helyredllitasa. Kialakitasaban elsdsorban a velesziiletett immunrendszer
folyamatai vesznek részt, amelyek azonban késébb aktivalhatjdk az adaptiv védekezd
reakciokat is. Altalaban gyorsan alakul ki, kis helyre koncentralodik, és a korokozo
eliminalasa utan rovid idével, maradandé kovetkezmények nélkiil meg is szlinik. Bizonyos
esetekben (sulyos fertdzés vagy trauma, hibas regulaciés mechanizmusok) viszont karos,

olykor halélos kdvetkezményekkel jarhat.

A gyulladas fogalmanak értelmezése sok valtozason ment keresztiil az idok soran. Legels6
emlitéseit mar 0kori orvosi szovegekben is megtalalhatjuk. Az 1. szazadban Cornelius Celsus
definialta a gyulladassal jar6 négy alapvetd tlinetet: rubor et tumor cum calore et dolore, azaz:
meleggel és fajdalommal jar6é pir és duzzanat. A jellegzetes tiinetegyiittes kialakuldsaért
felelds fiziologiai folyamatokat Augustus Waller és Julius Cohnheim kezdték feltarni a 19.
szazadban; Ok irtak le a gyulladt szovetben megfigyelhetd vazodilataciot, plazmakidramlast,
és a fehérvérsejtek kivandorlasat az erekbdl a sejtek kozotti térbe. A négy klasszikus tiinetet
Rudolph Virchow egészitette ki egy otodikkel, a functio laesa-val, vagyis a karosodott
miukodéssel. Valojaban ez az egyetlen olyan tiinet, amely a gyulladds mai értelmezése szerint
minden esetben jelentkezik, a tobbi négy elsdsorban a fertdzést vagy sériilést kovetd akut
gyulladésra jellemzé. Mecsnyikov felfedezése a fagocitozisrdl, valamint Koch és Pasteur
attord eredményei a mikrobidlis fertdzések terén mind hozzajarultak az immunoldgiai

folyamatok mai megértéséhez’.

Az elmult évtized tudoméanyos kutatasainak koszOonhetden a gyulladas szerepérdl alkotott
elképzelésiink nagymértékben kiboviilt. Egyre tobb bizonyiték l1at napvilagot, amely szerint az
inflammatorikus folyamatok részt vesznek a fejlett vilag egyre nagyobb figyelmet kapd
betegségeinek patogenezisében, mint példaul a rak, a metabolikus szindroma, a 2-es tipusu
diabétesz, az atheroszkler6zis €s a neurodegenerativ elvaltozdsok. Ez tovabb fokozza az
igényt a gyulladdsos mechanizmusok pontos megértése ¢és a gyulladast csillapitani képes

terapiak kifejlesztése irant.



A gyulladéas folyamatdban nagyon sok plazma enzim, sejttipus, és szerv vesz részt, melyek
egymast gyakran kolcsondsen befolyasolva egy bonyolult hal6zatot hoznak 1étre, amelyben
pro- és antiinflammatorikus folyamatok egyarant taldlhatok. A halozatkutatds legujabb
eredményei sikerrel hasznosithatok az immunolégia kiilonb6z6 teriiletein, igy az
inflammatorikus folyamatok tanulméanyozéasaban is”. Egyértelmi, hogy a gyulladas folyamata
rendkiviil Osszetett, és nagyban fiigg a kivaltd stimulustol, ezért nehezen adhato rola egy
altalanos, és az eseményeket linearis sorrendben leir6 séma. Medzhitov 2008-as és 2010-es
review cikkei mégis egy jo, atfogd leirast nyujtanak a gyulladas legfébb jellegzetességeir611‘3.
Eszerint a tipikus gyulladasos immunvalasz négy Osszetevore épiil: a kivaltd stimulusra, az azt
érzékeld szenzorra, a szenzor altal indukalt inflammatorikus mediatorra és az effektor
funkciokat ellatd, a medidtorok altal befolyasolt célszovetre. Mindegyik dsszetevonek szamos
tipusa van, ¢és ezek kiilonb6zd kombinacioi igen eltérd gyulladasos folyamatokat

eredményezhetnek.

A kivalté stimulus lehet exogén (mikroorganizmusok, allergének, idegen testek) vagy
endogén (kéarosodott vagy stressznek kitett szovetekbdl felszabaduld anyagok, natrium-urat
kristalyok, oxidalt lipoproteinek, az extracellularis matrix degradaciods termékei). A behatold
mikroorganizmusokat a gazda szervezete az ugynevezett patogén-asszocidlt molekuldris
mintazatok (PAMP) alapjan ismeri fel. Ezek olyan, a mikrobdk bizonyos csoportjaira
jellemzd, konzervalt struktardk, amelyekre adaptalédva a magasabbrendli szervezetek
velesziiletett immunrendszere egy nagyon gyors €s hatékony, de mérsékelten specifikus
valaszt tud inditani. Néhany példa patogén-asszocialt molekuldris mintazatokra: a Gram-
negativ baktériumok lipopoliszacharidja (LPS), a bakteridlis peptidoglikdn és flagellin, a
virusok hemagglutininje, valamint a mikroorganizmusokra specifikus, az eukaridtdkra nem
jellemzd oOrdkitdanyag motivumok (metildlatlan CpG DNS, duplaszali RNS). Ezeket a
mintdzatokat a gazdaszervezet sejtjei mintazatfelismerd receptorokkal (PRR) képesek
érzékelni: Toll-like receptorokkal (TLR), NOD-like receptorokkal (NLR), mannéz receptorral
és a scavenger receptorokkal. Az endogén stimulusokra az a jellemzd, hogy normalis,
egészséges allapotban vagy nem képzddnek, vagy olyan helyen vannak elkiilonitve
(intracellularis kompartmentumokban, vagy az ereken kiviili extracellularis térben), ahol az
Oket felismerd szenzorok szdmara hozzaférhetetlenek. Az endogén stimulusok szenzorai
lehetnek sejtfelszini receptorok (pl. a nekrotikus sejtekbdl felszabadulé ATP-t érzékeld P2X
purin receptor makrofagokon), vagy oldott enzimek/aktivatorok (pl. a Hageman-faktor az

érfal kérosodasat kovetéen kollagénnel taldlkozva aktivalodik)®.



A gyulladéasos stimulusok a megfelelé szenzoraikon keresztiil sejtek altal szekretalt, vagy
plazmaproteinekbdl kialakuld inflammatorikus mediatorok megjelenését eredményezik. A
cellularis mediatorokat foként specidlis leukocitdk (els6sorban a szdveti makrofagok és
hizosejtek), kisebb részben a gyulladas altal érintett szovet sajat sejtjei termelik. Egyes
mediatorok, mint a szerotonin és a hisztamin a hizosejtek, bazofilek és vérlemezkék
granulumaiban preformaltan 4llnak rendelkezésre, ¢és a gyulladast kivaltd stimulus
megjelenése utdn nagyon gyorsan felszabadulhatnak. Az oldott medidtorok a plazméban
inaktiv prekurzorokként altalanosan megtalalhatok, de a gyulladasos akut fazis reakcid soran
nagymértékben emelkedik a koncentracidjuk. Biokémiai tulajdonsagaik alapjan az
inflammatorikus mediatorok hét csoportba sorolhatok: vazoaktiv aminok, vazoaktiv peptidek,
komplement rendszer komponensek, lipid medidtorok, citokinek, kemokinek és proteolitikus
enzimek®. A vazoaktiv aminok és peptidek a vaszkularis rendszer befolyéasolasaval fokozzak
az ¢érfal permeabilitasat, a megfeleld helyeken torténd vazodilatdcid és vazokonstrikcio
kombindciojaval modositjdk a szovetek vérellatdsat. Ezek eredményeként fokozodik a
szérumkomponensek kijutdsa az érintett szovetekbe. A komplement rendszer aktivalodasa
soran keletkez6 C3a, C4a és C5a fragmentek a gyulladas helyére vonzzak a granulocitakat és
a monocitdkat, valamint segitik a hizosejtek granulumainak kiiiriilését, ezaltal kozvetve
szabalyozzdk az érfal allapotat. A lipid mediatorok (eikozanoidok és platelet aktivalo faktor) a
sejtmembran foszfolipidjeibdl keletkeznek a foszfolipdz A2 enzim milkddése altal. A Ca®*
ionok hatésara aktivalodd enzim a foszfatidilkolint arachidonsavra és lizofoszfatidsavra
hasitja. Az elébbibdl a ciklooxigenaz izoformak (COX1, COX2) prosztaglandinokat (PG) és
tromboxanokat, a lipoxigenaz enzimek leukotriéneket €s lipoxineket szintetizalnak. A PGE2
vazodilataciot, fajdalmat és lazat okoz. A leukotriének simaizom-6sszehtzé hatasuk mellett
kemotaktikus hatassal is birnak. Ezzel szemben a lipoxinek antiinflammatorikus hatasuak, a
gyulladds terminaldsdban ¢és a szOveti regeneracioban fontosak. A lizofoszfatidsav
acetilacigjaval keletkezd platelet aktivalo faktor szamos gyulladasos folyamatot indukal:
fehérvérsejtek  kemotaxisat,  vazodilataciot  vagy  vazokonstrikciot, az  érfal

ateresztSképességének fokozasat, és a vérlemezkék aktivaciojat™.
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kérosodas/fert6zés helyére. A proteolitikus enzimek (pl. elasztin, katepszinek, matrix

metalloproteinazok) a korokozo direkt emésztése mellett az extracellularis matrix és a bazalis
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A citokinek meghatarozd szereppel birnak a gyulladas kialakitasdban, lefolyasa soréan a
kiilonboz6 szervek mikodésének Osszehangoldsdban, valamint a normalis allapot
helyreallitdsaban is. Szintézisiikre szdmos sejttipus képes, a legfontosabbak a makrofagok és a
hizosejtek. A pro-inflammatorikus citokinek, pl. a tumor-nekrézis faktor a (TNFa), az
interleukin (IL)-1 és az IL-6 aktivaljak az edotélt, a csontvelébél mobilizaljak a
granulocitakat, és az akut-fazis reakcid beinditasaval a gyulladést szisztémas szintre emelik.
Az akut-fazis reakci6 soran a maj altal nagy mennyiségben szintetizalt akut-fazis fehérjék (C-
reaktiv protein, mannozkotd lektin, fibrinogén) fertdzés esetén segitik a korokozo
opszonizéciojat, és aktivaljdk a komplement rendszert. Ezzel parhuzamosan a citokinek
(elsésorban az IL-6) az agy ereinek endotéliumaban fokozzak a PGE2 szintézist, ami a
kozponti idegrendszerre hatva kivaltja a betegséggel jard viselkedési tiineteket: a laz,

étvagytalansag, faradtsag, aluszékonysag egyiittesét”.

Mint az mér az eddigiekbdl is kideriilt, a gyulladas effektorai a medidtorok altal mddositott
miikddéssel valaszold sejtek, vagy szovetek. Bizonyos medidtorokra - mint a TNFa vagy az
IL-6 - szinte minden szOvet képes reagalni, de az egyes szovettipusok reakcioja nagyon eltérd
lehet. A gyulladdasos mediatorok legnyilvanvalobb hatasa a lokalis folyadékgyiilem
kialakulasa, amelyben a kidramlo, aktivalt fehérvérsejtek és enzimek megkezdik a kérokozdk

elpusztitasat és a karosodott szovet funkcioinak helyreallitasat.

A kezdeti stimulus fliggvényében a reagald szenzorok, mediatorok és effektorok kiilonbozd
kombinacidja biztositja, hogy a velesziiletett immunitds keretein beliil a kialakuld
immunvalasz a lehetd leghatékonyabb és minél inkabb specifikus legyen. Példaul bakterialis
fertézés esetén a TLR receptorokrdl induld jelatvitel elsésorban TNFa, IL-6 ¢s PGE2
medialasaval egy jellegzetes antibakteridlis immunvalaszt alakit ki, ugyanakkor viralis
infekciot kovetden az interferonok produkcidjaval valosul meg a virusellenes valasz. Parazita
fergek ellen a szervezet a hizdsejtek és bazofilek altal felszabaditott hisztamin, IL-4, IL-5 ¢€s
IL-13 segitségével védekezik. Erdekes modon ugyanez a reakcio vélthato ki allergének altal,
allergias gyulladast eredményezve, ami els6sorban nyalkahartyak epitéliumat, simaizomzatat

és erezetét érinti’.
1.2. A makrofagok szerepe a gyulladas folyamataban

A szervezetbe behatolé mikroorganizmusok ellen elséként a velesziiletett immunrendszer
fagocitald sejtjei (makrofagok, polimorfonukledris leukocitdk) veszik fel a harcot. Ezek a

sejtek a csiravonalban kodolt receptoraikkal képesek felismerni a  patogén
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mikroorganizmusokra jellemz6é mintdzatokat. A mononuklearis fagocitarendszert a monocitak
¢s a makrofagok alkotjdk. A monocitdk a mieloid progenitor sejtekbdl differencialddott,
vérben keringd, 10-15 um atmérdji sejtek. Az érpalyabol kilépve a monocitak makrofagokka
érnek, melyeknek kiilonbozo tipusai ismertek: a kotészovetekben a hisztiocitdk, a majban a
Kupffer-sejtek, a tiidében az alveolaris makrofagok, az agyban pedig a mikroglidk a jellemz6
makrofadg csoportok. A differencialédott makrofagok a monocitakhoz képest akar egy
nagysagrenddel is nagyobb méretiick lehetnek, €¢s megnd rajtuk az immunrendszeri funkcidok
betoltéséhez sziikséges receptorok expresszidja. A természetes és az adaptiv immunitas
mellett az egészséges szoveti miikddés fenntartdsaban is fontos szereppel birnak: bekebelezik
az elhalt sejteket és a behatold mikrobakat, enzimeket és gyulladasos medidtorokat termelnek.
Egyik legfonotosabb tulajdonsaguk, hogy hivatasos antigénprezentalo sejtként bemutatjak a
T-sejteknek az idegen antigént, valamint aktivalni is képesek a limfocitdkat. Az utdbbi évtized
kutatdsai alapjan azonban az is egyértelmii, hogy a makrofagok nem csak a védekezd
folyamatok aktivalasdban ¢és fenntartasaban, hanem azok megfelelé idében torténd

leallitasaban is kritikus szereppel rendelkeznek”.

Bar a gyulladas fogalma csak a teljes szervezet vagy a szovetek szintjén értelmezhetd, mivel a
kialakuldsa az egyes sejttipusok inflammatorikus folyamatainak kdvetkezménye, az olyan
beavatkozasokkal, amelyek a sejtek gyulladasos jelatvitelét gatoljak, hatékonyan
csokkenthetd a gyulladas mértéke. A makrofagok kulcsfontossagu sejtek mind az akut, mind a
kronikus gyulladas kialakuldsiban, ezért a benniik lezajlé inflammatorikus aktivacio gatlasa

megfeleld terdpids stratégia.
1.3. A lipopoliszacharid

A lipopoliszacharid (LPS) a Gram-negativ baktériumok kiils6 membranjaban talalhato,
komplex szerkezetli endotoxin. A baktérium szamara a védelemben fontos: részt vesz a kiilsé
membran impermeabilitdsanak kialakitdsaban, patogén baktériumok esetén pedig segiti a
gazdaszervezet immunfolyamataival szembeni rezisztenciat. Utobbi hatdsat foként a
komplement aktivacié és a membran attack komplex felépiilésének gatlasaval éri el’. Bar kis
mennyiségben az 0sztddd baktériumokbdl is felszabadul, nagyobb mennyiségben akkor valik
hozzaférhetové, ha a szervezetbe keriilt baktériumok lizis, fagocitdcis vagy antibiotikumok
hatéséra szétesnek. Az ilyenkor felszabadulo, nagy dozist LPS a gazda immunfolyamatainak
tulzott aktivaldsa miatt szisztémas gyulladason és szeptikus sokkon keresztiil akar halalt is

okozhat.
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Az LPS héarom jellegzetes szerkezeti egységbdl all: a lipid A, az O-antigén és a core-
poliszacharid régiokbodl (1. abra). A hidrofob lipid A régi6é horgonyozza az LPS molekulat a
baktérium kiilsé membranjaba. Két glilkozaminbdl allo diszacharid, foszfatcsoportokkal ¢€s
12-14 szénatomszamu, telitett =zsirsavlancokkal szubsztitualva. Ez a molekularész
meglehetdsen konzervalt szerkezetet mutat a kiilonb6z6 Gram-negativ baktériumok kozott,
ennek megfeleléen a magasabbrendii szervezetek immunrendszere a lipid A felismerésére
adaptalodott: az LPS szerkezeti elemei koziil egyediil a lipid A komponens felelds az
immunostimulans hatasért™®. Ezt kihasznalva bizonyos baktérium fajok képesek ,,megszokni”
a gazdaszervezet védekez6 mechanizmusai el6l. Példaul a bubopestist okozod Yersinia pestis
egyes valtozatai a lipid A régioban altalanosan megtalalhatd hat vagy hét zsirsavlanc helyett
csak négyet-0tot tartalmaznak, ami kevésbé stimuldlja a fagocitdk mintazatfelismerd

receptorait, igy ezek a valtozatok fokozott patogenitast mutatnak’.

O - antigen

= (7 LipidA

1. abra: Az LPS szerkezete (forras: http://pixgood.com/lipopolysaccharide-structure.html)

A core régid kiilonb6z6é hex6zokbdl €s heptdozokbol felépiild, ismétlodd egységeket nem

tartalmazo, mérsékelten valtozékony szerkezetli oligoszacharid. A legnagyobb strukturalis
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valtozatossaggal rendelkez6 komponens az O-antigén, ami akar egy adott fajon beliili
diverzitast is mutathat, ezaltal lehetdséget teremt az egyedi baktériumtorzsek szeroldgiai
azonositdsara’. A hossza poliszacharid lincban 4ltalaban 2-8 monoszacharidbol felépiild
oligoszacharid egységek ismétlddnek maximum otvenszer. Az olyan mutans baktériumok,
melyeknek LPS-ébél hianyzik az O-lanc, életképesek és szaporodni is tudnak taptalajon, tehat
ez a komponens nem létfontossagu. Ugyanakkor megfigyelték, hogy egyes patogének
(Heliobacter pylori, Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus influanzae) O-antigénje nagyon
hasonlé a human glikoszfingolipidekhez, és azt egyfajta molekularis mimikriként hasznalva

probalnak a gazda immunsejtjei el6tt rejtve maradni’.

erer

A Gram-negativ bakteridlis infekciok leginkabb jellemzd patogén asszocialt molekularis
mintazataként az LPS 6nmagaban is aktivalja a szervezet védekezé mechanizmusait, ezért in
vitro és in vivo rendszerekben is gyakran hasznaljak az inflammatorikus folyamatok

modellezésére.

1.4.1. Az LPS bioldgiai hatdsait kozvetitd extracellularis elemek

Az 1990-es évekig ugy tartottdk, hogy az LPS aspecifikus mddon, a lipid A részével a
sejtmembranba épiilve aktivalja az immunsejteket. Az6ta szdmos informacidval gazdagodva
tudjuk, hogy az LPS-re adott immunvalasz szamos specializalt, extracellularis fehérje

bonyolult interakcidjaval kezdddik.

A véraramba jutott baktériumokbol felszabaduld LPS elsdként az LPS-kotd proteinnel (LBP)
talalkozik. Az LBP egy 60 kDa méretli, maj altal termelt szérumfehérje, a lipid transzferaz
proteinek csaladjéba tartozik®. A megkotott LPS-t a CD14-hez szallitia. A CD14 kétféle
formaban fordul elé: szolubilisen (sCD14) illetve egy glikofoszfatidil-inozitol csoporttal a

89 Ez a koreceptor tovabbitja az LPS-t a

sejtmembranba horgonyzottan (mCD14)
gyulladasos jelatvitelt ténylegesen elindito TLR4/MD2 komplexhez. Az LBP és a CD14 sem
elengedhetetlen az LPS-re adott immunvalasz kialakitasahoz, de hianyukban ez a valasz
er6sen csokkent intenzitdsu. Az LBP szerepe egyfajta amplifikdcio: mig a baktérium
membranba 4gyazott LPS szinte egyaltalin nem indukal immunvalaszt, az LBP altal
processzalt, jol hozzaférhetdvé valt lipid A-val rendelkezé endotoxin mar kevés koérokozo
jelenléte esetén is hatékony védekezést indit meg. Sulyos fertdzés sordn azonban ez a

jelerdsités hozzajarulhat a szeptikus sokk kialakulasahoz’.
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Az LPS felismerésében és a velesziiletett immunfolyamatok aktivalasaban a TLR4
receptornak van a legnagyobb szerepe. Az 1990-es évek kozepétdl felfedezett Toll-like
receptorok biztositjdk a velesziiletett immunrendszeri elemek altali patogénfelismerést.
Jelenleg 10 féle human és 12 féle egér TLR ismert, melyeknek kiilonb6z6 kombinacidju
homo- vagy heterodimerei olyan patogén-asszocialt molekularis mintazatokat ismernek fel,
mint a baktériumokbo6l, gombakbdl vagy virusokbol szdrmazo lipidek, lipoproteinek, fehérjék,

és nukleinsavak' %

. Ezen mintazatok TLR-ek altali felismerése a plazmamembranon kiviil az
endoplazmatikus retikulumban, endoszémakban, endolizoszémakban is torténhet. A TLR-ek
az interleukin-1 receptor szupercsaladba tartoz6, 1. tipusi transzmembran fehérjék.
Extracellularis résziikk a felismerendd PAMP-oknak megfeleléen meglehetdsen eltérd, de
mindegyikre jellemzd egy leucinben gazdag ismétlédé mintazat. Intracelluléris résziik kozos
sajatossdga a Toll/IL-1R (TIR) domain jelenléte, amely lehetdséget teremt szintén TIR

domaint tartalmazo citoplazmatikus fehérjékkel t6rténd interakciora™,

A TLR4 az MD2 koreceptoraval egyiittmiikddve inditja el a makrofdgok inflammatorikus
jelatvitelét. A TLR4-MD2-LPS komplex szerkezete mara pontosan ismert’. Az LPS lipid A
részének hat zsirsavlanca koziil 6t az MD2 hidrofob zsebében talalhato, egy pedig a TLR4-
hez kotddik. Az LPS kotédés receptor dimerizaciot okoz, amelynek kdvetkeztében a TLR4

citoplazmatikus TIR domainjén megindulnak az intracellularis jelatviteli folyamatok.

1.4.2. A TLR4 jelatvitel intracellularis eseményei

Az MD2-LPS-TLR4 komplex 0sszeallasat kovetéen a TLR4 intracellularis részérdl indulnak
el a makrofagok jellegzetes, inflammatorikus jelatviteli folyamatai (2. abra). Természetesen,
mint minden esetben, a valosadgban itt is inkdbb egy Osszetett szignaltranszdukcids haldzatrol
beszélhetiink, mint elkiiloniilt Gtvonalakrol. Knock-out egértorzseken végzett vizsgalatok
alapjan ugyanakkor a gyakorlatban a TLR4-r6l indulo jelatvitelt két agra, az MyD88-fliggére
¢s a TRIF-fliggdre szoktdk felosztani. Mindkettd utvonalra jellemzd az adapter proteinek
meghataroz6 szerepe €s a nem-konvencionalis, K63-tipusu ubikvitindci6 mechanizmusa. Az
adapter proteinek olyan fehérjék, melyek gyakran nem rendelkeznek felismert
enzimaktivitassal, viszont szdmos mintazatkotd doménjiik altal mas enzimek, jelatviteli
komplexek Osszeszerelddését segitik eld, igy rendkiviil fontosak a sejten beliili folyamatok
tér- €s iddbeli viszonyainak meghatarozasaban, és a jelatviteli itvonalak kozotti cross-talk-ok
megteremtésében. Az ubikvitindco els6ként felismert bioldgiai szerepe a fehérjék

proteaszomalis degradacidra torténd megjelolése volt, Gjabban azonban bizonyitottdk az
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ubikvitin lancoknak egy egészen masfajta, jelatviteli aktivaciot eredményezd szerepét, amire
tobb példat is szolgaltat a TLR4 jelatvitel. Az ubikvitin egy altalanosan eléforduld, igen
konzervalt szekvenciat mutato, 8,5 kDa méretli fehérje, ami a sejtekben fontos regulacios
szereppel bir. A , klasszikus”, fehérjelebontast eredményezd folyamatban a degradéciora szant
fehérjéhez olyan poliubikvitin lanc kapcsolodik, amelynek monomerei egyméssal a 48.
aminosav (lizin) oldallancan keresztiil kapcsolddnak. A kovetkezOkben taglalt jelatvitel tobb
1épésénél ellenben a kapcsolédd lancban az egyes ubikvitin egységek a 63. (lizin)
oldallancokon kapcsoltaklz. A K48- és K63-tipusu poliubikvitin lancok eltéré konformacidja
kovetkeztében azokat kiilonbozd ubikvitin-k6td doménnel rendelkezé fehérjék ismerik fel.
Mindkét tipusu mechanizmus tobb 1épésben torténik, egy ubikvitin aktivalé (E1), egy
ubikvitin konjugald (E2) és egy ubikvitin ligaz (E3) enzim részvételével. A TLR4 jelatvitel
kozponti ubikvitin ligaza a TRAF6.

TRAM ) L, mitokondrium - NO;”

~ Mvoss) IRAKS | 20, 20,
z\\ TRIF Tmm?

( mce)
e TBKI)

NADPH oxidaz 5
komplex NO;

2. abra: Az LPS hatasara a makrofagokban aktivalodé jelatvitel
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1.4.2.1. A MyD88-fiiggd utvonal

Az LPS-t kotott receptor-komplex mitkdodésének kovetkeztében elséként a MyD88-fiiggd
utvonal aktivalodik, ami a MAP kinazok és az NFxB transzkripcios faktor korai aktivacidjan
keresztiil proinflammatorikus citokinek termelését iranyitja. A TIRAP adapter kapcsolja a
MyD88 (szintén adapter) fehérjét a TLR4 intracellularis doménjéhez. A MyD88 ezutan
magahoz vonzza az IRAK4-et és az IRAKI1-et, az utdbbi aktivacidoja a TRAF6-tal torténd
interakcidjat eredményezi. A TRAF6 az Ubcl3 és UevlA ubikvitin konjugald enzimek
segitségével szamos fehérje, igy onmaga, az IRAKI, és az IKK komplex regulatoros
alegysége (NEMO) Ko63-tipust ubikvitindciojat katalizalja. A TRAF6-on taldlhato
poliubikvitint felismerve tud kétddni a TAB2 és a TAB3, ez vezet a TAK1 aktivalodasahoz,
ami foszforilalja az IKKB-t. A kdvetkezd 1épésben az IkB foszforilacidja meginditja annak
NF«B alegységek a nukleuszba transzlokalédva szamos gén fokozott expresszigjat idézik elo:
az inflammatorikus interleukinek és a TNFa a makrofagokbol felszabadulva a gyulladast a
szervezet tavolabbi részeire is kiterjesztik, a COX-2 enzim altal szintetizalt arachidonsav-
szarmazékok a gyulladassal jaro fajdalom és laz kialakulasat eredményezik, az iINOS enzim
altal arginin—citrullin atalakulds soran termelt nitrogén-monoxid a patogén elpusztitasat
célozza, azonban ekdzben citotoxikus hatésa is lehet. Az utvonal igen fontos ledgazasaként a
TAKI1 és a TPL2 altal aktivalt MAPK kindzok foszforilaljak a p38, JNK és ERK MAP
kinazokat, melyek tobb transzkripcios faktor (NFxB, AP-1 dimerek) aktivalasaval szintén
fokozzdk az inflammatorikus gének expresszidjat. Fontos regulacids mechanizmusként

megemlitend a MAP kindzok MKP-1 4ltali inaktivacioja.®* 0"

1.4.2.2. A TRIF-fiiggd Gtvonal

Idében a MyD88-dependens utvonalénal késdbb, az ijabb kutatdsok szerint az LPS-t kot
receptor-komplex endocitozisa és endoszoméaba épiilése utan indul meg a TRIF-fiiggd utvonal
aktivacigj a'%'' A TRIF-et a TRAM adapter vonzza a receptor intracellularis részéhez, majd a
TRIF-en felépiild jelatviteli komplex részeként a TBK1 és az IKKe az IRF3 transzkripcios
transzkripcidjat. Az igy keletkezd I tipust interferon vélasz a bakteridlis fertézések egyes
eseteiben segiti a fertdzéssel szembeni védekezést, mas esetekben viszont kifejezetten karos

hatasa is lehet, példaul a makrofagok apoptozisanak stimulalasa altal*®.
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A TRIF- és a MyD88-fliggd utvonalak kozott tobb €rintkezési pont is talalhatd. Ezek egyike a
TRIF ¢és a TRAF6 kozott kialakuld interakcio, a RIP1 K63-tipust ubikivitinacidja altal
megvalosul6 cross-talk és az IKK komplex TBK1 altali aktivacioja'’. Ezek eredményeként a
mar leirt modon valosul meg az NFxB késdi aktivacidos hullama, és az altala szabalyozott

gének termékeinek tovabbi fokozott expresszioja.

A makrofagok LPS hatasara torténd maximalis valaszahoz a két utvonal egyiittes miikodése

szlikséges.

1.4.2.3. Reaktiv oxigén ¢€s nitrogén intermedierek szerepe a makrofagok patogén elleni

védekezésében

1933-ban figyelték meg el6szor a polimorfonuklearis leukocitak fagocitodzis kozben mutatott
megndvekedett oxigénfogyasztasat™. A korai feltételezések szerint ez a tobblet a fagocitozis
fokozott energiaigényének kielégitése érdekében felgyorsult oxidativ foszforilaciot végzé
mitokondriumok oxigénfogyasztasabol szdrmazna. Késébb azonban felismerték, hogy
elsdsorban nem a mitokondriumok a felelések a jelenségért. Rossi és Zatti irtak le 1964-es
cikkiikben™ elséként a NADPH oxidacié szignifikans valtozasat fagocitozist végzd
fehérvérsejtekben, és méra meglehetdsen jol jellemzett folyamat a fagocitaldé immunsejtek

antimikrobialis védekezésének egyik legfontosabb mechanizmusa, az oxidativ ,,burst”.

A jelenség hatterében a baktériumok bekebelezése kozben a fagoszomaban képz6dd nagy
mennyiségl reaktiv oxigén szarmazék (ROS; szabadgyokok és peroxidok) all. Ezek a reaktiv
molekuldk egyrészt direkt modon karositjdk a fagocitalt patogént, masrészt az
inflammatorikus jelatviteli fehérjékkel reagalva felerdsitik a gyulladasos folyamatokat. Az
oxidativ burst soran torténd eldallitaisukat a NADPH oxiddz enzimkomplex végzi. A komplex
tobb alegységbdl 4ll, melyek egy része nyugvo sejtekben a sejtmembranban (p22 és gp9l),
mésik része a citoszélban talalhat6™®. Stimulacio hatisara az alegységek a membranban
Osszeszerelddnek, és a NADPH oxiddz a kialakuldo fagoszoma belsejében, NADPH-rol
szarmazo elektronokat felhasznalva a molekularis oxigént szuperoxid anion gyokké redukalja
(3. abra). Ez a szabadgyok onmagiban nem kifejezetten reaktiv, tovabbi reakciok soran
azonban igen agressziv molekuldkka alakulhat. Spontan dizmutacidval vagy a szuperoxid
dizmutaz (SOD) enzimek altal katalizalva a szuperoxid gyok hidrogén peroxidda alakul, ami
mar konnyen reakcidba Iéphet a bakterialis/cellularis makromolekuldkkal, a kataldz enzim

segitségével elbomolhat vizz¢, vagy tovabb fejlédhet a leginkabb reaktiv hidroxil gyokké

16



(Fe2+ altali katalizisben) illetve hipoklorittd (mieloperoxidaz altal). Nitrogén monoxid és

szuperoxid gyok reakciojabol keletkezhet a szintén nagyon reaktiv peroxinitrit™.

fagoszéma

3. abra: A NADPH oxidaz enzimkomplex
miikodése nyoman a fagoszomaban
képz6do reaktiv oxigén intermedierek

NADP* + 2H*

A felsorolt szabadgyokok a fagoszomaban hozzajarulnak a baktériumok vagy gombak
elpusztitasahoz. Ezen folyamat részletei még nem teljesen ismertek, de valoszini, hogy a
baktériumok makromolekuldinak kozvetlen, szabadgyokok altali karositdsa mellett a reaktiv
patogének elleni védekezést'’. Mindekdzben intracellularis jelatviteli szereppel is birnak:
szamos jelatviteli mechanizmusban megfigyelték, hogy a sejt oxidativ statuszanak eltolodasa
a pro-oxidativ iranyba képes felerdsiteni a ROS termelést elinditd folyamatot. Ez a pozitiv
feedback a makrofagok inflammatorikus jelatvitelében is megfigyelhetd, ahol szamos protein
kinazrol (p38, INK) és transzkripciods faktorrdl (AP-1, NFxB) kimutattak, hogy reaktiv oxigén
gyOkok hatasara fokozodik az aktivitasuk™*'®, A legelfogadottabb magyarazat szerint ez a
foszfoprotein-foszfatazok csokkent miikodésének koszonhetd. Ezen enzimek mindegyikének
az aktiv centrumdban taldlhatd egy cisztein, amely —SH csoportjanak redukalt allapotban
tartdsa a katalitikus aktivitas feltétele. A szabadgyokok ezt a cisztein oldallancot oxidalva
inaktivaljak a protein tirozin foszfatazokat, aminek kovetkeztében azok targetjei foszforilalt

allapotban maradnak.

Az LPS 6nmagéban, a baktérium tobbi részének jelenléte nélkiil is kivaltja a makrofdgokban
megfigyelhetd oxidativ burst-6t, de a TLR4 és a NADPH oxiddz komplex aktivacioja kozotti

konkrét jelatviteli 1épések még nem ismertek pontosan. Maitra és munkatarsai 2009-es
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kéizleményiikben19 leirtdk, hogy makrofagokban az IRAK-1 jelenléte sziikséges az LPS
kezelés hatasara 1étrejové ROS termeléshez és a NOX-1 gén fokozott expresszidjahoz,
valamint hogy az IRAK-1 és a NADPH oxidaz aktivatoraként ismert kis GTP-az fehérje, a

Racl kozott kozvetlen, fizikai interakcid 1étezik.

A mitokondrialis eredeti ROS szerepérél a makrofadgok patogén elleni valaszaban
megoszlanak a vélemények. West és munkatérsai” érdekes eredményei szerint a makrofagok
TLR4 receptoranak LPS-kotését kovetden megfigyelhetd, hogy a mitokondriumok ROS
termelésiik fokozasaval szimultan a fagoszomak koré gylilnek, ezaltal feltehetden segitenék a
bekebelezett koérokozok elpusztitasat. A jelenség soran a TRAF6 a mitokondriumhoz
transzlokalodik, és az ECSIT (a légzési lanc komplex I 6sszeszerelésében résztvevd fehérje)

ubikvitinacidjan keresztiil ndveli a mitokondriumok ROS termelését.

A felsorolt mechanizmusok alapjan kijelenthetd, hogy a makrofagok fagoszomaiban
termel6do reaktiv oxigén intermedierek a mikrobakkal szembeni védekezés fontos résztvevoi.
Ugyanakkor a keletkez6 szabadgyokok és peroxidok képesek atdiffundalni a membranokon,
¢s igy a fagoszomabol a citoszolba vagy az extracellularis térbe kijutva komoly karokat
okozhatnak a szovetekben. Gyakorlatilag barmilyen makromolekulaval képesek reakcioba
1épni, a DNS karositasdval mutaciokat okozhatnak, a lipidperoxidacio soran tonkreteszik a
membranokat, a fehérjék aminosav oldallancainak oxidalasa kovetkeztében modositjak azok
harmadlagos szerkezetét. Ezen folyamatok ereddjeként az elhuzodo, erdteljes oxidativ stressz
a makrofagok és a kornyezd szOveti sejtek apoptozisat vagy nekrdzisat okozva sulyos
szovetkarosodashoz vezethet. Ennek megfeleléen bizonyitott a szabadgyokok szerepe szamos,
kronikus gyulladéassal jar6 korkép (rheumatoid arthritis, sclerosis multiplex, Alzheimer)

patomechanizmusaban.
1.5. Miért sziikséges a gyulladas csillapitasa?

A gyulladdsos folyamatok kéaros hatasait a publikdciok jelentds része az aktivalodo
tudja be. A gyulladast magat igen gyakran, mint betegséget emlitik. Kérosodott regulacios
mechanizmusok egyes ritka korképekben valdban okozhatnak talzott inflammatorikus
reakcidt, ilyen példaul az NLRC4 mutécidja kovetkeztében kialakuld steril gyulladé521, a p53
egy bizonyos mutacidja miatt 1étrejovo kronikus gyulladészz, vagy az egyes tipusu interferon
gén fokozott aktivaciojabodl szarmazé lupusz-szerii gyulladsos szindroma® . Mindazonaltal

evolucios szempontbol nézve nehezen magyardzhatd, hogy a nagyon sok embert érintd
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gyulladasos allapotok (pl. rheumatoid arthritis, Alzheimer, szepszis) mogott hogyan allhat
olyan hibas regulacid, ami a populdcidban ilyen nagy gyakorisdgban fennmaradt. Egy
egyértelmiien karos, vagy ennyire rosszul miikkddé mechanizmusnak a torzsfejlodés soran ki
kellett volna szelektalédnia. Ha célzottan jarunk utdna a gyulladdsos immunvalasz evolucios
eredetének, mar tobb olyan tanulmanyt talalunk, amely tisztdzza, hogy a gyulladas egy
adaptiv folyamat eredménye, ami nélkiil nem lennénk képesek felvenni a harcot a
kornyezetlinkbdl érkezd artalmakkal szemben. Ezt jol illusztraljak azok a genetikai mutaciok,
amelyek az inflammacié valamely 1€pésének karosoddsa miatt a fertézésekre vald fokozott
fogékonysagot eredményeznek24'25. Akkor hogyan lehetséges mégis, hogy napjainkban a

gyulladasra egy olyan problémaként tekintiink, amit minden esetben kezelni, csillapitani kell?

Okin ¢és Medzhitov egy nagyon elegans, ¢és evolicios megkozelitésbol is helytallo
magyarézatot adnak erre a kérdésre”®. Roviden sszefoglalva az elméletiik alapja az é161ények
jellegeinek egy adott kornyezet mellett érvényes befektetés/megtériilés (cost/benefit)
optimuma, melynek célja mindig a maximadlis haszon elérése minimalis befektetéssel. A
befektetések tovabb bonthatok két tipusra: az un. direkt koltségekre és a sebezhetdségekre
(vulnerability). Az elobbiek a jelleg fenntartdsdhoz kapcsolédd vagy miikodésének
kovetkeztében elkeriilhetetleniil kialakulo jelenségek, amelyeket a jelleget hordozo egyedek
mindegyike ,,megfizet” a jellegbdl eredd haszonért cserébe. A sebezhetdségek ezzel szemben
a jelleghez kothetd, csak a populacio kis részét sujto, de gyakran katasztrofalis események.
Nagy haszonnal jaro jellegek fenntartdsdba megéri nagy energiakat fektetni, ezek az Un. ,,high
cost/high benefit” jellegek. A gyulladéasos valasz tipikusan egy ilyen ,,high cost/high benefit”
jelleg: sziikség esetén életmentd, ugyanakkor nagy energidkat kivan az elemeinek fenntartasa
(direkt koltségek), és sebezhetOségként magaban hordozza egy potencidlisan haldlos,

elhatalmasodd immunvalasz lehetdségét.

Mivel a befektetések €s megtériilések optimalis egyensulya mindig csak egy adott kornyezet
mellett érvényes, a kornyezeti tényezdk valtozasai kedvezdtleniil befolyasolhatjak egy jelleg
raforditas/megtériilés kompromisszumat. A ,high cost/high benefit” jellegek fokozottan
érzékenyek a kornyezeti valtozasokra, hiszen ha a raforditas/megtériilés optimumuk egy kicsit
is eltolodik, a nagy befektetés miatt mar kockéazatos a jelleg fenntartdsa. Az emberi kdrnyezet
a civilizacio soran korabban elképzelhetetlen litemben valtozott meg. Valdszini, hogy a fejlett
tarsadalmakra fokozottan jellemzd, az immunrendszeri miikddéseket kozvetleniil érintd
véltozasok (lakohely, ruhdzkodas, higiénés szokasok miatt a mikrobdknak valé csokkent

kitettség, modern étrend, antibiotikum- €s vakcina hasznalat, mozgasszegény €letmod) olyan
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kornyezetet hoztak 1étre, amely mellett az inflammatorikus folyamatok raforditas/megtériilés
egyensulya szuboptimdlissd valt, azaz egyre novekvd gyakorisdggal taldlkozhatunk a
gyulladdsos valasz ,,arnyoldalaival”. Tovabbi érdekes elgondolds az, hogy mig a gyulladés
altal nyujtott protektiv hatdsok foként a korai €letszakaszban kritikus jelentdségliek, addig a
szaporodoképes ¢€letkor elérése utan jelentkezd, karos inflammatorikus folyamatok soran
megfizetjik az addigi védelem arat. Ez az un. antagonisztikus pleiotropia leginkabb a
kronikus gyulladasok, €s az iddskori neurodegenerativ gyulladdsok terén szembetiind. A
varhato ¢€lettartam novekedésével ezért mindinkabb ndvekszik az inflammatorikus folyamatok

negativ kovetkezményeinek gyakorisaga.

A felvazoltakbol jol lathatd, hogy bar a gyulladasos immunvalasz az emberi szervezet
nélkiilozhetetlen mechanizmusa, ami védelmet nyujt a koérokozokkal és szamos szdveti
artalommal szemben, mégis sok esetben karos, akar haldlos folyamatokat eredményez, és

ilyenkor szilikségessé valik a gyulladas csokkentése.
1.6. Polifenolok, mint gyulladascsokkent6 hatéanyagok

A polifenolok a névények olyan masodlagos anyagcseretermékei, melyek kozos szerkezeti
jellemzdje egy vagy tobb, fenolos gylri és a rajta taldlhatd hidroxilcsoportok megléte.
Bioszintézisiik fenilalaninbdl vagy sikiminsavbdl torténik. A ndvényekben elsdsorban az UV
sugarzas ¢és a patogének elleni védelmet szolgaljak, szerepet jatszhatnak ezenkiviil a termések
izének, szinének, illatanak kialakitisaban®’. Fébb csoportjaik a fenolsavak, a flavonoidok, a
lignanok és a sztilbének”™. Tébb mint 8000 természetesen el6forduld polifenolt ismeriink,
ezek jelentds része zoldségekben, gyiimolcsokben, gabondban, és az ezekbdl késziilt
élelmiszerekben, italokban talalhaté meg”’. A kémiai szerkezetbél kovetkez, és legkorabban
felismert tulajdonsaguk az antioxidans hatds. Valojaban az étrendiinkben megtaldlhato
antioxiddnsok legnagyobb része a polifenolok csoportjaba tartozik®. 100 gramm  friss
gytimolcs akar 200-300 mg, egy pohdr vordsbor vagy egy csésze tea koriilbeliil 100 mg
polifenolt tartalmaz”’, tovabba jelentés polifenoltartalommal bir a kavé, bizonyos fiiszerek és
a csokoladé. Kutatasok szerint a polifenolok teljes napi bevitele akdr az 1 grammot is
elérheti®. Osszehasonlitasul, ez az érték példaul a napi C-vitamin bevitel tizszeresét, az E-
vitamin és a karotinoidok bevitelének pedig kb. szazszorosat jelenti. Az elmult két évtizedben
rendkiviili mértékben megnétt az étrendi poilfenolok élettani hatdsaira irdnyuld figyelem.
Ennek eredményeként szamos molekularol bizonyitottak in vitro és in vivo tesztekben, hogy

gyulladasgatld, kemopreventiv vagy a sziv- és érrendszeri folyamatokat kedvezd irdnyba

20



befolydsold hatassal rendelkezik. A legnagyobb ,karriert” befutott polifenol vegyiiletek a
curry egyik dsszetevdjében taldlhatd kurkumin, a zoldteaban 1évé epigallokatekin-3-gallat, a

vorosborban eldfordulod rezveratrol és kvercetin, valamint a szalicilsav (4. abra).

o o0
HO:‘/\/[‘\M\‘:I OH szalicilsav
H3CO ! OCH;

kurkumin

4. abra: Az étrendben nagy mennyiségben eléfordulé, intenziven kutatott polifenolok

A jelenlegi terapidkat tekintve az inflammatorikus folyamatok farmakologiai gatlasa harom 6
stratégiat alkalmaz: a gliikokortikoid receptor agonistdk hasznélatat, az eikozanoid
bioszintézis nem-szteroid gyulladasgatld szerek (NSAID) Aaltali gatlasat, valamint a
proinflammatorikus citokinek jelatvitelébe vald beavatkozast, példaul TNFo vagy IL-6 elleni

antitestekkel*°

. A polifenolok ezen mechanizmusok koziil alapvetden az eikozanoid szintézis
modositasaval fejtik ki antiinflammatorikus hatasukat. Az elmult évszazad gyodgyszerkutatdsai
soran igen nagy energidkat fektettek olyan gyulladdsgéatld hatoanyagok kifejlesztésébe,
amelyek csokkentik a gyulladassal jaro kellemetlen és veszélyes tiinetek kialakitasaért felelos
eikozanoid vegyiiletek szintézisét. A COX enzimek kulcsfontossagl szerepének felismerését
kovetden fejlesztették ki az olyan elterjedt gyogyszereket, mint a paracetamol, a diklofendk és

az ibuprofen. A legelterjedtebb COX-inhibitor, az aszpirin mar 1903 6ta van forgalomban. A
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COX enzim idealis terapias célpontnak tiinik, ugyanis gatldsa sokszor 6nmagaban elegendé a
gyulladdsos folyamatok enyhitéséhez. Ugyanakkor a COX-gatlészerek hasznalatanak egyre
tobb, eldre nem latott mellékhatdsa keriil napvilagra. A COX enzimnek két, részben atfedo,
részben viszont eltérd funkcidt ellatd izoenzime létezik, a COX-1 és a COX-2. Az elsdként
felfedezett COX-gatlészerek nem szelektiv modon mindkét izoformat gatoljak, aminek
eredményeként a hossza tavu alkalmazasuk stlyos vese- és gyomor-bél rendszeri karosodast
okozhat. Ezt a problémat volt hivatott megoldani a szelektiv COX-2 inhibitorok kifejlesztése,
amelyek hasznalataval ugyan elkerlilheté a gyomor nyalkahartya karosodasa, viszont
feltehetdleg a pro- és az antitrombotikus hatasu eikozanoidok egyensulyanak felboritasa miatt
fokozzék a szivroham ¢s a stroke kockazatat. A COX-gatloszerek mellékhatasai jol példazzak
a klasszikus, ,,egy célpont-egy betegség” felfogasu gyogyszerfejlesztési szemlélet hatranyait.
Ugyanakkor a rendszerbiologia és a halozatkutatds leglijabb eredményei alapjan ugy tlnik,
hogy a sok targethez kis affinitassal kot6do, és azokat gyengébben befolyasold ligandok
sokszor hatékonyabbak lehetnek, mint egyetlen, akéar kulcsfontossagi target erdteljes

30,31 p1es .y ; . . o . .,
. Az elébbi stratégiaval csokkenthetok a kulcsenzim fizioldgias szerepeinek kiesése

gatlasa
miatt kialakul6 mellékhatasok, a kulcsenzim talzott gatlasa miatt aktivalodo, esetlegesen
karos kompenzatorikus mechanizmusok, valamint jobban megdrizhetd a homeosztatikus
halézat stabilitasa®™. Az ilyen, multi-target terapiak kiilsndsen eredményesek lehetnek az

olyan komplex folyamatok kezelésében, mint a gyulladésgo.

A természetes eredetli hatdanyagok, igy az étrendi polifenolok a multi-target szemléleti
gyogyszerfejlesztés idedlis alanyai. Rendkiviil sok molekularis tdmadaspontjuk ismert,
melyekre ugyan kiilon-kiilon mind 1étezik hatékonyabb gatloszer, a sokféle célpont
polifenolonként eltérd spektruma azonban hatalmas lehetéségeket rejt magaban. A
polifenolokra ezért érdemes olyan, a természet altal pre-optimalizalt, potencialis
hatéanyagként tekinteniink, amelyek segitségével leegyszertsithetd a multi-target
gyogyszerek amiigy igen bonyolult és koltséges elballitasanak folymata®™. A polifenolok
ezenfellil tovabbi eldnyds tulajdonsdggal rendelkeznek: évszdzadok, évezredek soran
bizonyitottdk be a biztonsagossagukat. Példaként emlithetd a kurkumin, amelybdl az indiaiak
fiiszeres étrendjiik mellett akar atlagosan napi 100 mg-ot is elfogyaszthatnak, egy klinikai
tanulmany soran pedig hatalmas mennyiségben, négy honapon keresztiil napi 12 grammban
szedve sem okozott stilyosabb mellékhatisokat’™. Habar a taplalkozastudomanyi-
epidemiologiai kutatdsok és a népi gyogyaszat tapasztalatai sokszor meggy6zden bizonyitjak

egy adott novényi kivonat/komponens jotékony egészségiligyl hatdsat, egy potencialis terapids
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szerré¢ valas szempontjabol elengedhetetlen a pontos molekularis hatdsmechanizmusok

megértése, és a vegyiilet biologiai hatasaiért felelds szerkezeti elemek azonositasa.
1.7. A rezveratrol

A rezveratrol a polifenolok, azon beliil a sztilbenoidok csoportjaba tartozé névényi fitoalexin.
Elséként Michio Takaoka izolalta 1940-ben Veratrum albumbol (fehér zaszpa), majd 1963-
ban a Polygonum cuspidatum (japan keseriifii) gyokerébdl vald kivonas utan hoztak
sszefiiggésbe a novénybdl késziilt tradicionalis, japan kivonat gyogyhatasaval®>™®. A
zarvatermOk szdmos nemzetségében eldfordul, kiilondsen gyakori a piros, bogyods
gyiimolesokben és a foldimogyordban. A sz6l6ben a rezveratrol elsésorban a Botrytis cinerea
fertdzés hatdsara keletkezik a levelek epidermiszében és a gylimolcs héjaban, a
gylimOlcshusban viszont nem jellemz6. Ennek kovetkeztében a vordsborok rezveratrol
tartalma sokkal magasabb (1365—3326 mg/l), mint a fehérboroké (96—146 mg/l)™. A vegyiilet
sz6l6ben vald eléfordulasat 1976-ban ismerték fel, nagyobb figyelmet pedig 1992 utan kapott,
amikor a vorosborban megfigyelt viszonylag magas koncentracidja miatt el6szor hoztak
Osszefiiggésbe az un. ,francia paradoxon” jelenségével. A kutatok francia paradoxonnak
nevezték el azt a meglepd észrevételt, hogy Franciaorszagban Eurdpa tobbi orszagaval és az
Amerikai Egyesiilt Allamokkal &sszehasonlitva koriilbeliil 40%-kal alacsonyabb a
szivinfarktus gyakorisaga, annak ellenére, hogy a francidk étrendje telitett zsirsavakban
meglehetdsen gazdag36. Azdbta szamos publikacid tekinti bizonyitottnak, hogy a jelenségért
legalabb részben a rendszeres, mértékletes vorosborfogyasztas, és az alkohol mellett a borban

talalhaté polifenolok (rezveratrol, kvercetin, malvidin) a felelések ™’

. Ugyanakkor mas
tanulmanyok kétségbe vonjdk magédnak a francia paradoxonnak a létezését is*®. Minden
bizonnyal részben a francia paradoxonnak koszonhetd a rezveratrolra iranyuld fokozott
tudomanyos érdeklddés, amelynek eredményeként maig egyre ndvekvd litemben jelennek

meg a vegyiilet élettani hatasait taglalé publikéciok (5. abra).
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5. abra: A rezveratrolt ovezo
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A rezveratrol mostanra szinte attekinthetetlen tudomanyos irodalmaban nagyon sokféle hatas
¢s molekularis hatasmechanizmus leirdsa megtalalhatd. Az eredmények sokszor egymdésnak
ellentmondanak, és neheziti a megitélésiiket az eltérd modellek és akar tobb nagysagrendben

eltérd koncentraciok alkalmazasa. A rezveratrol eddig felismert, legfontosabb hatasai®*:

I.  amolekulaszerkezetbdl kovetkezd, direkt gyokfogd és antioxidans hatas,

Ii.  arakos sejtek (és egyes forrasok szerint a normal sejtek) szaporodasanak gatlasa,
iii.  arakos sejtek apoptozisanak kivaltasa,
iv.  gyulladasgatlo hatas,

v.  kardioprotektiv hatas,

vi.  ¢lesztégombak és alacsonyrendil szervezetek élethosszanak novelése,
vii. a hibas fehérjefeltekeredésbdl eredé neurodegenerativ betegségekre valdo kedvezd
befolyas.

A felsorolt hatasok mogott azonositott fontosabb molekularis mechanizmusokat a jobb
attekinthetdség kedvéért az 1. szamu tablazat szemlélteti. Fontos ugyanakkor megjegyezni,
hogy ezeknek a hatasoknak illetve mechanizmusoknak egy része még csak in vitro
modellekben bizonyitott, az emberi szervezet szintjén megnyilvanuldé hatékonysaguk sok
esetben kérdéses. Ezért elsdsorban a rezveratrol relative alacsony biologiai hasznosulasa, az
oralis bevitelt kdvetd mérsékelt felszivodas, és az intestinalis epitéliumban és a méjban
torténd intenziv metabolizmus lehet a felelés®™. Ha a PubMeden a rezveratrollal foglalkozé
cikkek keresését leszlikitjiikk a klinikai vizsgalatokra, mindossze 81 talalatot kapunk (2015
februar). Ezek koziil kettd, sikeres, kettés vak, placebo-kontrollalt vizsgalatra az
egyetemiinkon, a 400 agyas klinika pacienseinek bevondsaval keriilt sor. 2-es tipusu

diabéteszes betegeknek négy héten keresztiil, napi 2x5 mg rezveratrolt adva a kezelési 1d6
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végére kimutathatd volt az inzulin rezisztencia csokkenése, valamint a trombocitdkban az Akt
fokozott foszforiléci(')ja87. Az eredményekbdl irt publikacio a vilagon elsdként bizonyitotta a
rezveratrol pozitiv hatasat diabéteszes betegekben, ezt ujabban mashol végzett kutatasok is
megerésitették88'89. A masodik kutatds a rezveratrol feltételezett kardioprotektiv hatésait
vizsgalta 40, infarktuson atesett paciens kozremukodésével, akiknek egy csoportja harom
hénapon 4t napi 10 mg rezveratrolt kapott kapszula forméban. A rezveratrol szignifikdnsan
javitotta a bal kamrai diasztolés funkciot és az endotél funkcidt, csokkentette a vér LDL

szintjét, valamint megeldzte bizonyos kedvezdtlen haemorheologiai valtozasok kialakulasat™.
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1. tablazat A rezveratrol ismert in vitro hatasai

A tablazat Saiko et al. (2008)* hasonlé tablazta alapjan késziilt, kiegészitve a 2004 utani adatokkal.

leirt hatas modell rendszer koncentracio hivatkozas
(nM)
TNF altal indukalt MMP9, IL-6 és iNOS mennyiségének csokkentése 3T3 fibroblasztok 0,05 [39]
SIRT1 aktivacion keresztiil
Osztrogén-szerii és antiosztrogén hatasok MCF-7, MVLN mellrak sejtek 0,1-25 [40]
aril-hidrokarbon-indukalt citokrom P450 1A1 expresszidjanak és HepG2 hepatoma és MCF-7 mellrak sejtek 0,5-5 [41]
enzimaktivitasanak gatlasa
mutans poliglutaminok altal okozott citotoxicitassal szembeni védelem transzgenikus C. elegans, HdhQ111 knock-in 0,5-10 [42]
egerekbdl szarmazo neuronok
human citokrom P450 1B1 expressziojanak ¢és aktivitasinak MCF-7 human mell karcinoma sejtek 1-20 [43]
modositasa
humén CYP1 enzimek differencidlis gatlasa, CYP1A2 mechanizmus- humén mdj lizoszomak, rovarsejt eredeti 1-25 [44]
alapu inaktivalasa mikroszomak
p21 indukcid altali ciklin D1, -D2, -E, valamint cdk2, -4 és -6 gatlason human A431 epidermoid karcinoma sejtek 1-25 [45]
keresztiil sejtciklus blokkolas és apoptdzis inditasa
forbol észter altal indukalt COX-2 transzkripcid €s —aktivitas gatlasa human 184B5/HER eml6 eredetl epitelialis sejtek  2,5-40 [46]
p53-on keresztiil apoptozis indukcio €s a tumoros transzformacio JB6 P1 egér epidermalis sejtek, Epstein-Barr virus-  2,5-40 [47]
gatlasa transzformalt normal human limfoblaszt sejtek
Osztrogén-fliggd prencoplasztikus duktalis 1éziok 7,12-dimetilbenz- BALB/c néstény egerek emlOmirigyei 3 [48]
antracén altali keletkezésének gatlasa
szamos  tumoros  sejtvonal  szenzitizdcidja  TRAIL-indukalta GIMEN, LANS neuroblasztoma, PSFK 3-100 [49]
apoptozisra, amely normal sejteknél nem volt megfigyelhetd medulloblasztéma, U373 és A 172 glioblasztoma,
SK-Mel és Colo38 melanoma, MiaPaCa2
pankreasz karcinoma, LNCaP prosztatarak, MCF7
emld karcinoma sejtek és human fibroblasztok
TNF altali NF-kB és AP-1 aktivacio6 gatlasa U937 leukémia, Jurkat limfoid, HelLa ¢és H4 5 [50]
epitelidlis sejtvonalak
TCDD-indukalt CYP1A1 és CYP1B1 expresszio, valamint katekol- MCF-10A emld epitelialis sejtek 5-50 [51]

Osztrogén-medialt oxidativ DNS karosodas gatlasa
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embrionalis mezenkefalikus sejtek terc-butil-hidroperoxid altali
karosodasanak kivédése

CD95-medialt apoptozis kivaltasa

Osztrogén receptorahoz valo kotddésének gatlasa

Osztrogén-fiiggd mellrak sejtek szaporodasanak stimulalasa

Bcl-2 down-regulacioja és bax up-regulacioja altal apoptozis kivaltasa,
szaporodasgatlas

SOCS (suppressor of cytokine signaling) expresszi6 fokozas altali
védelem az LPS-indukalta gyulladastol

Osztrogén-indukalhato protein expresszio befolyasolasa

JNK-on keresztiili p53 aktivacid és apoptozis indukcid

Rékos sejtek glitkozfelvételének HIF-1 gatlas altali csokkentése
tumorsejtek klonalis novekedésének gatlasa

protein kinaz C inhibitor

ribonukleotid reduktaz inhibitor

ribonukleotid reduktaz gatlds kovetkeztében a novekedés gatlasa, a
cellularis ~dezoxiribonukleotid-trifoszfat poolok csokkentése, *C-
citidin DNS-be épiilésének akadalyozasa

citokrom P450 3A4 mechanizmus-alapt inaktivalasa

ERK ¢és p38 regulacion keresztiili p53 aktivacio és apoptozis
novekedésgatlas, az S/G2 fazis-atmenet gatlasa, ornitin dekarboxilaz
enzimaktivitasanak csokkentése

IFNy altal indukalt gyulladasos markerek mennyiségének STATI
gatlason keresztiil torténd csokkentése

A sejtciklus S/G2 fazis-atmenet gatlasa

TNF-indukalt IKK aktivacio, NF-kB DNS kotodés és NF-kB-fliggd
génatiras csokkentése

Ras-medialt NF-kB aktivacio gatlasa miatti fokozott apoptozis

ciklin A és —BI1, Cdkl és Cdk2 szint novelése, Cdkl foszforilacid

dopaminerg neuronokban gazdag mezenkefalikus
szovet, patkany embriobol
HL-60 leukémia sejtek

MCF-7 mellrak sejtek
T47D mellrak sejtek
EC-9706 nyelécesorak sejtek

N13 egér mikroglia sejtek

MCF-7, T47D, LY2, és S30 mellrak sejtek

JB6 egér epidermalis sejtek

LLC, HT-29, and T47D sejtek

32Dp210, HL-60, U937, L1210 leukémia sejtek
patkany agybol tisztitott PKC izozim elegy

L1210-R2 egér, K-562 human leukémia, P-815
egér hizosejtes tumor sejtek
HL-60 leukémia sejtek

baculovirussal bejuttatott human CYP3A4-et és
NADPH-citokrom P450 reduktazt tartalmazo Sf9
rovar mikroszomak

JB6 egér epidermalis sejtek

CaCo-2 vastagbélrak sejtek
RAW 264.7 egér makrofagok

HL-60 leukémia sejtek
THP-1 és U937 monocita/makrofag sejtek

H-Ras-t expresszalo Rat-1 sejtek
SW480 colon karcindma sejtek

5-500

8-32
10
10
10

10

10-15
10-40
10-50
10-80
10-90
10-100

12,5

20
25

25-50

30
30

30
30
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[56]

[57]
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[63]
[64]
[65]
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[68]
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fokozasa
reaktiv oxigén intermedierek és prosztaglandin szintézis gatlasa

szamos, pro-inflammatorikus ¢és pro-angiogén molekula, valamint
matrix metalloproteazok 7-0x0-koleszterol altal indukalt mennyiségi
novekedésének megeldzése

csokkentése

sejtciklus megallitdsa az S fazisban, apopt6zis indukcid

protein kinaz C ERK-t6l fiiggetlen gatlasa

hipoxia altal generalt IL-8, IL-6, GLUT-1, VEGF expresszio
csokkentése

androgén receptor expressziojanak és funkcidjanak gatlasa

protein kinaz D autofoszforilacidjanak gatlasa

LPS-indukalt, mikroglia-medialt neuroinflammacio6 csokkentése

human eozinofil aktivacié és degranulacido ERK és p38 gatlas altali
megeldzése

epitelialis differenciacio, mitokondrialis proliferacio és
membranpotencial dsszeomlas, pS3-t6l fliggetlen apoptodzis

Bcl-2 altal kontrollalt, mitokondrium részvételével lefolyo apoptdzis

Pseudomonas aeruginosa altal okozott oxidativ stressz és apoptozis
kivédése, ICAM-1 ¢€s human béta defenzin-2 expresszio csokkentése
G1/S és G2/M atmenetet pozitivan szabalyoz6 kindzok mennyiségének
¢s aktivitasanak, és a ribonukleotid reduktaz miikodésének gatlasa
emlds DNS polimerazok gatlasa

protein kinaz D mitkodésének és autofoszforilacidjanak gatlasa

egér peritonealis makrofagok
M1 és M2 human makrofagok

APP695 transzfektalt HEK293 sejtek

MCF-7 mellrak sejtek
KATO-I1I gyomor adenokarcinoma sejtek

izolalt human zsirszovet

LNCaP prosztatarak sejtek
tisztitott rekombinans human PKD
primér, patkany kortikalis neuron-glia kultira

human, vérbdl izolalt eozinofilek

vad tipusu és p53 -/- HCT116 colon karcinéma
sejtek
CEM-C7H2 T-ALL és C7H2 sejtek

A549 tiid8 epithelialis sejtek
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1.8. Rezveratrol szarmazékok

A természetes eredetii vegyiiletek multi-target jellegét kiaknazé gyogyszerfejlesztések célja az
eredeti molekula hatasanak optimalizalasa, bizonyos szerkezeti modositasok altal. Az
optimalizalas alatt értend6 a hatékonyabb felszivodas és biologiai hasznosulas, egy vagy tobb
target erdsebb gatlasa, a kiilonb6zo targetek gatlasa kozotti egyenstly megvaltoztatasa, vagy a
nem kivant célpontokra gyakorolt hatds megsziintetése™. A célzott gyodgyszerfejlesztések
sziikséges feltétele az eredeti molekula hatdsmechanizmusdnak minél pontosabb ismerete,
valamint az adott hatasok létrehozasaért felelés molekularis szerkezeti elemek feltérképezése.
A kémiai szerkezet €s biologiai hatdsok Osszefiiggéseinek kutatasaban nélkiilozhetetlen
eszkozt jelentenek a természetes, vagy szintetikusan eléallitott, ismert szerkezetli molekula

analogok.

Az elmult két évtizedben nagyszamu ilyen rezveratrol analogot allitottak eld, és irtak le az in
vitro illetve in vivo rendszerekben kifejtett hatasaikat. A legtobb vizsgalt analog szerkezete a
emellett a hidroxilcsoportok megvaltoztatasa valamilyen mas (pl nitroxi-, metil-, metoxi-)
funkcios csoporttd, valamint a valtozatos strukturaju rezveratrol dimerek és oligomerek
létrehozasa. Ezen szarmazékok felhasznalasaval sok értékes adat latott napvildgot a

rezveratrol funkcid-szerkezet dsszefiiggésének témakorében.

A rezveratrol biologiai hatasaban meghatarozo antioxidans jelleg tobb publikécid eredményei
alapjan els6ésorban a molekula hidroxilcsoportjaihoz kothetd. Stivala és munkatarsai
tanulma’lnya91 szerint a hidroxilcsoportok metoxicsoportokkal torténd szubsztitucioja
csokkenti a molekula antioxiddns hatékonysagat in vitro, sejtmentes rendszerben. Mindhdrom
hidroxilcsoport hidnya (transz-sztilbén), illetve metoxicsoportta torténd cseréje (3,4’,5-
trimetoxisztilbén) az antioxidans tulajdonsag teljes elvesztésével jart. A harom
hidroxilcsoport nem egyenlé mértékben jarul hozza az antioxidans aktivitas kialakitasahoz; a
4’ hidroxilcsoport szerepe a meghatarozo, de szinergikus hatast mutat a 3 és 5 pozicidban 1évo
hidroxilcsoportokkal®. Szekeres és munkatarsai a sztilbén vazon talalhaté hidroxilcsoportok
szamanak novelésével azt talaltak, hogy egyes tetra- illetve hexahidroxi-transz-sztilbének a
rezveratrolénal tobb mint 6600-szor nagyobb gyokfogd kapacitassal birnak®’. Ezzel szemben
az orto-hidroxisztilbének orto-szemikinonokka alakulva, redox-ciklusba Iépve toxikus oxigén

gyokoket képeztek.
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A funkcios csoportok szama, helyzete és mindsége természetesen mas tulajdonsagokra, igy az
antiproliferaciés hatdsra ¢és egyes jelatviteli utvonalak aktivitdsdnak modositasara is
alapvetéen kihat. A Paulitschke ¢és munkatarsai altal szintetizalt hidroxilalt rezveratrol
analogok jelentds része gatolta human rakos sejtek szaporodasat’. A legkisebb 1C50
koncentracioval a hexahidroxi-sztilbén rendelkezett, a tobbi analoghoz képest erdsebben
gatolta a ribonukleotid reduktazt, a COX-2-t, valamint a rédkos sejtek in vitro €s in vivo

migraciéjat™.

A piceatannol (3,5,3’,4’-tetrahidroxi-transz-rezveratrol) kis mennyiségben a vordsborban is
megtalalhato, €s a rezveratrolbdl in vivo is keletkezik. A rezveratrolénal er0sebb antitumor
aktivitassal rendelkezik, gatolja a COX-2-t, tobb protein tirozin kindzt, és az NF«B-t*". Egy
szamos analdggal végzett tanulméany eredményei alapjan a hidroxilalt rezveratrol analdégok
altalaban a rezveratrolnal jobb COX-gatlok voltak, ellentétben a metoxi-szubsztitualt
analogokkal, amelyek egyaltalan nem gatoljak ezt az enzimet®™. Emellett a hidroxilalt
analogokrol azt a fontos felismerést irtak le, hogy a COX gatlast mar a szaporodasgatlashoz
sziikséges koncentracio tizedével elérik®. Ashikawa szerint a sztilbén vaz hidroxilcsoportjai
nélkiilozhetetlenck az NF«B transzkripcids faktor gatlasahoz®, ugyanakkor Heynekamp 75
rezveratrol analog tesztelése utdn arra jutott, hogy az NF-kB-t a leghatékonyabban gétld
szarmazékok altalaban gyenge antioxidansok™. Kang és munkatarsai 78 Gjonnan szintetizalt
rezveratrol szarmazék vizsgalataval tovabbi COX-1, COX-2 és NFkB enzimgatlokat
azonositottak™. In vitro mérések alapjan valészintisithetd, hogy a DNS polimeraz enzimek

gatlasaban kritikus a 4° hidroxilcsoportok megléte™.

A fent emlitett rezveratrol analogokkal végzett kisérletek segitenek tisztazni a sztilbén vazon
talalhato funkcids csoportok biologiai szerepét. Joval kevesebb, és némileg ellentmondésos
informécio all rendelkezésre magéanak a sztilbén vaznak a molekularis hatdsmechanizmusban
cisz izomerével (3,4’,5-trihidroxi-cisz-sztilbén) és a dihidro-rezveratrollal foglalkozo

kutatasok eredményeibdl kdvetkeztethetiink.

A cisz-rezveratrol nem talalhatdé meg a sz6ldben, a vordsborban azonban mar tobben is
kimutattak®’, feltehetéen vagy az erjedés kozben keletkezik az éleszték izomeraz enzimei
altal, vagy a viniferinek (rezveratrol polimerek) felbomlasaval. Képzddhet tovabba transz-
rezveratrolbol UV hatéasara’’. A cisz-rezveratrollal foglalkozé tanulmanyok nagyobb része a

két rezveratrol izomer hatdsaiban inkdbb csak kvantitativ, mint kvalitativ kiilonbségeket talalt:
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a cisz forma kevésbé hatékony antioxidans, gyengébben gatolja a human platelet aggregaciot,
a lipidperoxidaciot, valamint szamos tumoros sejtvonal névekedését’’. Ezzel szemben Stivala
¢és munkatérsai szerint a két izomer gyokfogd kapacitasa megegyezik®', Basly szerint pedig a
cisz forma a hatékonyabb40. Stivala munkaja alapjan a transz konfiguracid elengedhetetlen a

DNS polimeréz gatlas tjan torténd proliferacio gatlashoz.

A dihidro-rezveratrol a rezveratrol intestinalis metabolizmus soran keletkezé redukalt
formaja”®. Biologiai hatasairdl egyel6re keveset tudunk. Mig egy vizsgalatban 25-100 uM
rezveratrol gatolta primér human fibroblasztok szaporodasat, a dihidro-rezveratrol
ugyanebben a koncentracioban nem volt hatdssal a sejtekregg. A redukalt forma az eredeti
molekulanal gyengébb antioxidans, és nem befolyasolja a kezelt sejtek sejtciklusat. Egy masik
tanulmany ugyanakkor a dihidro-rezveratrol bifazisos proliferativ hatasar6l szamol be eml6-
¢s  prosztata  tumor  sejtekben,  valdszinitleniil  alacsony  (piko-nanomoléris)

.y . 100
koncentracidtartomanyban .
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2. A kutatas célkitiuzései

A rezveratrol egy tobb mint hisz éve felismert gyulladasgatlo és tumorellenes hatdsokkal
rendelkez6 ndvényi polifenol. A kedvez6 €lettani hatdsainak molekularis hatterére vonatkozo
informaciok azonban tobb ponton is hianyosak, vagy ellentmondasosak. Ugyszintén kevéssé
ismert a molekula szerkezeti jellemzdinek a szerepe a biologiai hatdsok kialakitasaban.

Kutatasunk céljai voltak ennek megfelelden:

o A rezveratrol anti-inflammatorikus hatasmechanizmusanak tovabbi feltarasa in vitro,
lipopoliszachariddal stimulélt egér makrofag modellben.

o Olyan rezveratrol analogok azonositdsa, amelyek az eredeti molekuldnal
hatékonyabban gatoljak a makrofagok inflammatorikus folyamatait, vagy kiilonb6zo
tipust tumoros sejtek szaporodasat.

o Az ismert szerkezetli analdgok és a rezveratrol hatdsdnak Osszehasonlitasaval a
sztilbén tipusu polifenolok bioldgiai hatdsait meghatirozé szerkezeti jellemzdok jobb

megismerése.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Anyagok

A sejtkulturak kezeléséhez hasznalt rezveratrolt a Sigma-Aldrichtdl rendeltiik, a TDPA-t Dr.
Matyus Péter, a paramagneses rezveratrol analogokat Dr. Kalai Tamdas bocsatotta
rendelkezésiinkre (6. abra). A polifenolokbol 200 mM-os torzsoldatokat készitettiink DMSO-
ban, a kezelésekhez ezt a torzsoldatot higitottuk tovabb a sejtek médiumaval. A végsé DMSO
koncentracié minden esetben 0,1 % alatt maradt. A makrofdgok aktivacidjara hasznalt LPS-t
(Escherichia coli 0127:B8), a protedz- ¢s foszfatdz inhibitor koktélt, a HRPO-konjugalt anti-
egér antitestet a Sigma-Aldrichtdl rendeltiik. A HRPO-konjugalt anti-nyul antitestet Bio-Rad
Laboratories-tol, a COX-2, p-IkB, p-p65, p-IKK, IKK, p-p38, p-ERK, ERK elleni antitesteket
a Cell Signaling Technology-t6l, a p-JNK és MKP-1 elleni antitesteket a Santa Cruz
Biotechonology-t6l, az anti-GAPDH-t a Millipore-tdl, az anti-JNK-ot pedig az R&D Systems-

t6l szereztiik be.

HO

Y= oI\ -
\ \_¢
HO
OCH;4
TDPA HO4408 (5a) ‘
/
OCH;
\ \_/
OCH;
HO4409 (5¢) HO4569 (10) HO4415 (9)

OCH; OCHs
N OH  oH
H (I)
HO4450 (13) HO4427 (17) HO4486 (19)

6. abra: A vizsgilt rezveratrol analégok A TDPA-t SZV1361 néven Dr. Matyus Péter szintetizalta, a
paramagneses analogokat (HO sorozat) pedig Dr. Kélai Tamas és munkatarsai. A zardjelben jelzett szamokkal
jeloltik a vegyiileteket az eredményeket ismerteté publikacioban (Kalai et al. Synthesis and study of new
paramagnetic resveratrol analogues. Bioorg Med Chem. 2011 Dec 15)
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3.2. Sejtkultiara

A RAW 264.7 egér makrofagokat (ATCC) és a RAW Blue makrofagokat (Invitrogen), a
HepG2 sejteket (ATCC), valamint a B16-F10 melanoma sejteket 10 % FCS-sel kiegészitett,
4,5 g/l glikoz tartalmt, endotoxinmentes DMEM-ben (Sigma) tartottuk fenn, 37 °C-o0s,
magas paratartalmt, 5 % CO,-ot tartalmazo termosztatban. Az A549 sejtek 1 g/l gliikozt
tarmalmaz6 DMEM-ben (Sigma), a PC12 sejtvonalat RPMI-ben, a HelLa sejteket MEM
médiumban tenyésztettiik. Antibiotikumként a RAW Blue sejtek médiumahoz normocint és
zeocint, a tobbi sejtvonaléhoz penicillin/streptomicin keveréket adtunk. A sejtek mycoplasma

mentességét Hoechst festéssel ellendriztiik.
3.3. Peroxid gyokfogo kapacitas vizsgalata sejtmentes rendszerben

A dihidrorodamin 123 redox-szenzitiv fluoreszcens festék oxidacidjat 10 uM H,0, és 60 uM
Fe?*-EDTA eleggyel valtottuk ki, és vizsgaltuk annak alakuléséat 0,25-50 uM rezveratrol vagy
TDPA jelenlétében. Az eloxidalt festék floureszcens intenzitasat 494 nm excitacios és 517 nm

emisszios hulldmhossz mellett LS50B spektrofluoriméterrel (PerkinElmer) detektaltuk.
3.4. LPS-sel stimulalt RAW makrofagok ROS termelésének mérése

Az eléz6 nap megfeleld siirliségben (RAW makrofagok esetén 5%10%/well, HepG2 és U251
sejteknél 5*10%/well) 96 lyukt plate-re kirakott sejteket az dbradkon jelzett modon kezeltiik,
majd 24 ora elteltével a sejtek ROS termelését dihidrorodamin 123 fluoreszcens festék
alkalmazasaval (a TDPA-s kisérletekben) vagy C400 festékkel (a paramagneses analdgokkal
folytatott kisérletben), 490/510-570 nm excitacids/emisszioés hullamhossz mellett, Promega

Glomax plate reader-rel mértiik meg.
3.5. MTT assay

Az el6z0 nap megfeleld stirliségben (RAW makrofagok esetén 5* 10*/well, a t5bbi sejttipusnal
5%10%/well) 96 lyuku plate-re kirakott sejteket az abrdkon jelzett modon kezeltiik, majd 5
vagy 24 ora elteltével a kezel6 médium leszivasa utdn a sejteket 3 oran at inkubaltuk 0,5
mg/ml MTT (3-(4,5-dimetilthiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid) oldattal (Alfa Aesar).
A keletkezett formazan kristalyokat s6savas SDS-sel feloldottuk, és az abszorbancidkat 550

nm-en plate reader-rel detektaltuk.
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3.6. Szulforodamin B assay

Az MTT assay-nél leirtakkal megegyez0 kisérleti felallas mellett a 24 6ras kezelést kovetden
a sejteket 10 %-os, hideg triklorecetsavval fixaltuk, 1 %-0s ecetsavban oldott, 0,04 %-0s
szulforodamin B oldattal megfestettiik. 1 %-o0s ecetsavval torténd mosogatis utdn a
megfestddott fehérjékbdl a festéket 10 mM TRIS-szel oldottuk ki, majd 550 nm-en mértiik a

fényelnyelést.
3.7. NFkB aktivacio mérése RAW Blue sejteken

A RAW Blue az NF«kB transzkripcids faktor aktivitdsanak nyomon kovetésére RAW264.7
sejtvonalbol 1étrehozott, genetikailag moddositott makrofdg sejtvonal. A sejtekben egy
kromoszomalisan integralt riporter gén talalhato, amelyrdl transzkripcionalisan aktiv NFkB
hatdsara egy szekretalt alkalikus foszfatdz enzim expresszalodik. A sejtek médiumaban
felnalmoz6do foszfatiz mennyisége megfeleld szubsztrat (QuantiBlue; Invitrogen)

hozzdadasaval fotometridsan meghatarozhato.

A 96 lyuku plate-eken 5*10%well szamban kirakott sejtekrdl a megfeleld kezelések 5. vagy
24. orajaban lyukanként 30 pl médiumot egy uj plate-en inkubaltunk 100 pl QuantiBlue
szubsztrattal. A keletkezett szinreakciot (7. abra) plate reader-rel detektaltuk 620 nm-en.
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7. abra: NFxB aktivacié meghatarozasa szolgaléo Quanti Blue assay-ben kapott szinreakcio6

3.8. Citokin termelés meghatarozasa ELISA-val

A 6 lyuku plate-ekre kirakott RAW Blue sejteket 30 perces, 50 vagy 100 uM polifenollal
torténd elokezelést kovetden tovabbi 1,5 vagy 6 oran at kezeltik 100 ng/ml LPS-sel. Az
aktivalt makrofagok altal a médiumba szekretélt citokinek (IL-1, IL-6, TNFa) mennyiségét
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Ready-Set-Go ELISA kitekkel (eBiosciences) hataroztuk meg, a gyartd utasitasainak

megfelelden.
3.9. Western blot

A 6 lyuku plate-ekre kirakott sejteket az abrakon jelzett modon kezeltiik, majd 30 perc vagy 3
ora utan a kezelést leallitottuk, és a sejtekbdl fehérjemintat készitettiink. Roviden: a sejteket a
médium eltavolitasa utan jégen tartva, hideg NP40 lizispufferben (50 mM pH 8.0 TRIS-ben
oldott 150 mM NaCl, 1 % NP40 substitute, 0,1 % SDS, 1:200 protedz és foszfataz inhibitor
koktél) felkapartuk, és 4 Celsius fokon razattuk 40 percig. Centrifugdlds és protein
koncentraciomérés utan a lizdtumokhoz egyenld térfogati 2x Laemmli puffert adtunk, és a

mintakat 5 percig forraltuk. A poliakrilamid gélre mintanként 20 pg fehérjét vittiink fel (8.

,
abra).
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8. abra: Poliakrilamid gélen torténé elvalasztast kovetéen Coomassie blue-val megfestett fehérjék

A primer antitesteket 1:1000 higitdsban hasznaltuk, kivéve az anti-MKP-1-et és anti-pJNK-ot
(1:200), és az anti-GAPDH-t (1:15000). A szekunder antitesteket 1:3000 higitasban
alkalmaztuk. A bandek el6hivasa Thermo Scientific ECL-lel, szkennelés utani kiértékelése
NIH ImageJ szoftverrel tortént. Loading kontrollként vagy GAPDH-t, vagy a foszforilalt
forméahoz tartoz6 total proteint hasznaltunk. Sziikség esetén a nitrocelluloz membranok

Ujrajelolése eldtt azokat Thermo Scientific Restore stripping pufferrel mostuk le.
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3.10. Mitokondrialis membranpotencial meghatarozasa flow citométerrel

A mitokondriumok membranjanak potencialvaltozasait JC-1 fluoreszcens festék (Molecular
Probes) alkalmazéasaval kovettik nyomon. Az ¢ép mitokondriumokban a festék
aggregatumokat képezve vords szint mutat, a membran depolarizacio hatasara ez eltolodik a
z01d tartomanyba. A fed6lemezekre liltetett, majd az abran feltiintetett modon kezelt sejteket
30 percig inkubaltuk 2 uM JC-1 oldattal, majd FACSCalibur (BD Biosciences) flow
citométerrel 488 nm excitacios és 590 nm (vords), valamint 529 nm (z6ld) emisszios

hullamhosszokon analizaltuk. A kiértékelés CellQuest szoftverrel (BD Biosciences) tortént.
3.11. Apoptozis/nekrozis arany és sejtciklus meghatarozasa flow citométerrel

Az ¢élo, korai apoptotikus, és apoptozis vagy nekrdzis utjan elhalt sejtek mennyiségi
meghatarozasa flow citométerrel tortént (Muse cell analyzer, Merck-Millipore). A 6 lyuka
plate-eken megfeleléen kezelt sejteket a kezelési id6 lejartaval feltripszineztiik, majd a
tripszinezést a sejtek sajat, korabbi kezelémédiumaval Aallitottuk le, és a sejteket
lecentrifugaltuk (ily modon a kezelés soran elpusztult, feluszott sejteket sem veszitettiik el). A
megfeleld stirliségiire higitott sejtszuszpenzidt ezutan a gyarto utasitdsainak megfeleld6 médon
inkubaltuk Muse Annexin V & Dead Cell Assay Kit reagenssel, majd az egyes
sejtpopulaciokban a kiilonb6zé csoportokba esd sejtek szamat a Muse késziilékkel
detektaltuk. A kitben talalhat6 reagens egyrészt az apoptdzis soran a membran kiils6 oldalara
fordul6 foszfatidil-szerin csoportokat jeloli, masrészt a 7-AAD festékkel csak az

elhalt/kdrosodott citomembrannal rendelkezd sejteket.

A sejtciklus kiillonbozé fazisaiban 1évl sejtek mennyis€égét hasonld modon, a gyartod
utasitdsainak megfelelden etanolos fixalds utan a Muse Cell Cycle Assay Kit segitségével
hataroztuk meg. Az egyes sejtciklus-fazisok elkiilonitése a kitben talalhaté propidium jodid

altal festddott DNS mennyisége alapjan torténik.
3.12. Nitrit produkcié meghatarozasa

Az 5*%10" sejt/well denzitasban 96 lyuki plate-ekre kirakott RAW 264.7 makrofigokat a
kovetkezd napon kezeltiik 100 ng/ml LPS-sel 6nmagaban vagy a polifenolok valamelyikével
egyiitt adva (12,5-100 uM), vagy hagytuk kezeletlentiil. 24 ora elteltével a sejtek feliiluszoibol
100 pl-t 0 mikroplate-re pipettaztunk, és egyenld térfogati Griess-reagenssel (1 %
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szulfanilamid, 0,1 % naftil-etilén-diamid 5 % foszforsavban) inkubaltuk. A keletkezett

szinreakciobol eredd fényelnyelést 550 nm-en, plate reader-rel detektaltuk.
3.13. Kolo6nia formacio vizsgalata

A kolonia formacid teszthez a sejteket egy nappal a kezelés elétt nagyon alacsony stirtiségben
(500/well) tettiik ki 6 lyukt plate-re. A kezelést hét napon at folytattuk. A hetedik napon a
médium leszivasa és PBS-sel vald mosas utan a keletkezett koloniakat Coomassie-blue
oldattal megfestettiikk. A kolonidk szamabol és méretébodl kovetkeztetni lehet a kezeld anyag

antiproliferativ hatasara.
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4. Eredmények

4.1. Paramagneses rezveratrol analégok antiinflammatorikus hatasa

4.1.1. Mindegvik vizsgalt paramagneses analdg a rezveratrolnal gyengébb antioxidans.

Az analogok antioxidans tulajdonsaganak felmérése céljabodl vizsgaltuk azok hatasat LPS-sel
stimulalt RAW264.7 makrofagok ROS termelésére. 24 oras kezelést kovetden azt talaltuk,
hogy - habar mind a 7 alkalmazott analog képes valamilyen mértékben visszafogni a LPS altal
indukalt szabadgyok generdlast - egyikkel sem érhetd el olyan nagyfokii hatas, mint a
rezveratrollal (9. abra). Meglehet6sen hatékony antioxidans jelleget mutatott a HO4450 és a
HO4409, amelyek 50 pM koncentracidban adva 45, ill. 40 %-kal csokkentették a
megemelkedett ROS termelést.
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9. abra: Paramagneses rezveratrol analégok hatisa a makrofagok LPS iltal indukalt ROS termelésére

A 96 lyuku plate-ekre kirakott makrofagok ROS termelését 24 oras kezelés (100 ng/ml LPS, 12,5-100 uM
polifenol) utan C400 fluoreszcens festékkel mértilk meg. A kezeletlen csoport ROS termelése az LPS kezeltének
kb. 50 %-a volt. A SEM maximalis értéke mindig 3 % alatti volt. n=6
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4.1.2. Szamos analdg a rezveratrolnal hatékonyabban gatolja az aktivalt makrofagok nitrit

termelését.

A makrofagok aktivacidjanak a ROS termelés mellett egy masik nagyon fontos torténése a
nitrogén monoxid szintézise. Az igen reaktiv NO gyorsan atalakul nitritté, ami felhalmozodik
a sejtek médiumaban, és Griess reagenssel kimutathato. 24 6ras LPS kezelést kovetden azt
talaltuk, hogy az LPS altal kivaltott nitrit produkciét mind a 8 polifenol koncentracio-fiiggd
modon gatolta (10. abra). Kettd analog kivételével (HO4427 és HO4486) mindegyik a
rezveratrolnal erdsebb gatlo hatast mutatott. Kiilondsen nagy hatékonysdgot lathatunk a
HO4408 és a HO4409 molekuldknal, amelyek a megndvekedett nitrit Szintet kortilbeliil 50 %-
kal csokkentették.
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10. abra: Paramagneses rezveratrol analégok hatiasa makrofagok LPS altal indukalt nitrit termelésére

A RAW?264.7 sejteket LPS-sel (100 ng/ml) és rezveratrollal illetve analdgjaival (12,5-100 pM) kezeltiik, majd
24 6ran at inkubaltuk. A termelddott nitrit mennyiségét Griess-Ilosvay reagens hozzaadasaval 550 nm-en
spektrofotometridsan mértiik. A SEM maximalis értéke mindig 2 % alatti volt. n=6

4.1.3. Harom analdg a rezveratrolnal er6sebben gatolja az aktivalt makrofagok TNFa

termelését.

A TNFa a makrofagok altal termelt egyik legfontosabb pro-inflammatorikus citokin, amely az
immunrendszer tobbi sejtjére hatva felelés a gyulladdsos folyamatok felerdsitéséeért. A
rezveratrolrél régdta ismert, hogy képes gatolni a TNFo szintézisét eredményezd

folyamatokat. LPS-sel aktivalt makrofag modelliinkben harom olyan analégot sikeriilt
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azonositanunk (HO4409; HO4450; HO4569), amelyek a rezveratrolnal is eredményesebben

csokkentik az endotoxin hatasara termel6dé TNFa mennyiségét (11. abra).
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11. 4bra: Paramagneses rezveratrol analégok hatisa a makrofagok LPS altal indukalt TNFa termelésére
A RAW 264.7 sejteket LPS-sel (100 ng/ml) és rezveratrollal illetve analogjaival (50 pM) kezeltiik, majd 90
percen keresztiil inkubaltuk. A termelddétt TNFo mennyiségét ELISA kittel 450nm-en spektrofotometriasan
mértiik. Az eltérd betiikkel jelzett értékek szignifikansan kiillonbdznek. p<0,05 n=3.

41



4.2. A rezveratrol és a TDPA hatasa endotoxinnal aktivalt makrofagokra

4.2.1. A TDPA a rezveratrolnal gyvengébb antioxidans.

Mivel ismert, hogy a rezveratrol kedvezd bioldgiai hatdsainak jelentds része a molekula
antioxidans hatasara vezethetd vissza, elsoként megvizsgaltuk az analdég gyokfogd kapacitasat
egy sejtmentes modellben, illetve LPS-sel aktivalt RAW 264.7 makrofagokban. Mindkét
esetben azt taldltuk, hogy a rezveratrol a harmaskotéses analognal hatékonyabb
antioxidansként miikddik. Mig 50 pM rezveratrol a 10 uM hidrogén-peroxid és 60 uM Fe?*-
EDTA altal képzett peroxid gyokok 93 %-at tudta semlegesiteni, a TDPA minddssze 53 %-ot
(12/a abra). A makrofagok LPS hatidsara megnovekedd ROS termelését mindkét polifenol
koncentracio-fliggd modon csokkentette, de a TDPA hatésa itt is jelentdsen elmaradt a

rezveratrolétol (12/b abra).
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12. abra: A TDPA rezveratrolhoz viszonyitott gyokfogo és antioxidans kapacitasa sejtmentes rendszerben
(a), és LPS-sel aktivalt RAW 264.7 makrofagokban (b) (a) A 10 uM H,0; és 60 uM EDTA-Fe?* altal generalt
peroxid gyok mennyiségét mértiik 0-50 uM rezveratrol vagy TDPA jelenlétében. A feltlintetett értékek harom
mérés atlagat mutatjak, a SEM maximalis értéke minden esetben 2 % alatti volt. (b) A polifenolok kiilonb6z6
reaktiv oxigén szarmazékok mennyiségét dihidrorodamin 123 fluoreszcens festékkel hataroztuk meg. Harom,
alapvetden megegyez6 eredményt mutatd kisérlet koziil egynek az eredményei lathatok, ahol az értékek 6

parhuzamos well-b6l szarmazd fluoreszcencia intenzitas atlagdt és standard deviancdjat jelzik. **p<0,01,
***p<0,001.
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422. A TDPA a rezveratrolnil jobban csokkenti a sejtek MTT assayben mutatott

¢életképességét.

A rezveratrol tudjuk, hogy szdmos tumoros sejtvonalra fejt ki citotoxikus és szaporodasgatld
hatast. Mivel a RAW makrofagok is leukémia eredetli sejtek, a két polifenol esetleges
citotoxikus hatdsat MTT assayvel mértiik fel. A 100 ng/ml LPS-sel és a polifenolok emelkedd
koncentracioival (12,5-100 uM) 24 o6ran at kezelt sejtek MTT-redukalod kapacitasa alapjan
elmondhat6, hogy az LPS kezelés Onmagidban nem ¢érinti a sejtek életképességét, a
polifenolok koziil pedig a TDPA a rezveratrolnal jobban csokkenti a jelenlevd, életképes
sejtek szamat. Mig 50 uM rezveratrol 7 %-kal csokkentette az életképességet, ugyanakkora
koncentracioju TDPA 25 %-kal (13. abra).
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13. abra: A rezveratrol és a TDPA hatasa az életképes sejtek szamara A 100 ng/ml LPS mellett 0-100 pM
rezveratrollal vagy TDPA-val kezelt RAW Blue makrofagok életképességét 24 oras kezelés utan MTT assayvel
hataroztuk meg. Négy, alapvetéen megegyezd eredményt mutatd kisérlet koziil egynek az eredményei lathatok,
ahol az értékek 5 parhuzamos well-b6l szdrmazd abszorbancia értékek atlagat és standard deviancajat jelzik.
*p<0,05, ***p<0,001.

4.23. A TDPA a rezveratrolndl sokkal hatékonyabban gatolja az egyik legfontosabb

inflammatorikus transzkripcios faktor, az NFxB aktivalodasat LPS hatédsara.

A RAW Blue egy olyan, RAW 264.7 makrofagokbol genetikai modositassal kifejlesztett
sejtvonal, amely az NFxB transzkripcios aktivitasanak pontos és elegans megbecsiilését teszi
lehetové. A kromoszomaéba épitett riporter génrdl az aktivalt NFxB altal regulaltan egy
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médiumba szekretalt alkalikus foszfatdz enzim irodik at, amelynek mennyisége a megfeleld
szubsztrat hozzaadasa utan fotometriasan mérhetd. Ezzel a modellel sok mas, NFxB-aktivitast
vizsgald modszerrel szemben (pl. p65 foszforilacid vizsgdlata, nuklearis transzlokaciod
nyomon kdvetése) ténylegesen a jelatviteli folyamat végeredményeként létrejovo, NF«B-

regulalt fehérje termelddést tessziik lathatova.
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14. abra: A rezveratrol és a TDPA hatisa makrofagok LPS altal indukalt NFkB aktivaciéjara A 24 o6ran
keresztiil 100 ng/ml LPS-sel és 0-100 uM rezveratrollal vagy TDPA-val kezelt RAW Blue sejtek médiumabdl
Quanti Blue assay-vel hataroztuk meg az NF«kB aktivitds mértékét. Négy, alapvetden megegyez6 eredményt
mutatd kisérlet koziil egynek az eredményei lathatok, ahol az értékek 5 parhuzamos well-bdl szdrmazd
abszorbancia értékek atlagat és standard deviancajat jelzik. **p<0,01, ***p<0,001.

A fent leirt MTT assaynél is hasznalt sejtek feliiluszoihoz a szubsztrdt médium hozziadasat
kovetden azt talaltuk, hogy az LPS kezelés hatdsara nagymértékben fokoz6dé NFkB aktivitast
a TDPA a rezveratrolnal sokkal hatékonyabban tudta csokkenteni (14. abra). Az 50 pM-0s
polifenol koncentracid6 mellett kapott értékeket Osszehasonlitva az lathatd, hogy mig a
rezveratrol nem volt képes szignifikdnsan befolyasolni az NFkB aktivacigjat, a TDPA 31 %-
kal csillapitotta azt. Ez a kiilonbség — bar igen csekély mértékben — mar 5 6ras kezelés utan is
észrevehetd volt, amikor a kezelt sejtek életképessége még nem mutatott eltéréseket, akar

MTT-vel, akar flow citometrias propidium-jodid/annexinV eljarassal vizsgalva.
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424. A TDPA és a rezveratrol védi a mitokondrium membrint az LPS-indukélt

depolarizaciotol.

Az LPS altali makrofag aktivacid korai fazisaban leirt jelenség a mitokondriumok
membranpotencialjanak Gsszeomlasa'®’. Kivancsiak voltunk r4, hogy vajon a vizsglt
polifenoljaink képesek-¢ ezt a karos hatast csillapitani. 50 uM rezveratrollal vagy TDPA-val
elokezelt makrofagokat 100 ng/ml LPS-sel kezeltiink tovabbi 30 percig, majd flow
citometrids modszerrel vizsgaltuk a mitokondrium membranpotencial valtozasait. Mig az LPS
a vart médon kivaltotta a membran depolarizacigjat, a rezveratrol és a TDPA egyforma

mértékben gatoltak a jelenséget (15. abra).
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15. abra: A rezveratrol és a TDPA hatasa a mitokondridlis membran LPS altal kivaltott depolarizaciéjara
RAW 264.7 makrofagokat 50 uM rezveratrollal vagy TDPA-val torténd, 60 perces el6kezelés utan tovabbi 30
percig kezeltiink LPS-sel, majd JC-1 festést kovetéen flow citometrids eljarassal vizsgaltuk a mitokondrialis
membranpotencialt. A vOrds/zold fluoreszcencia arany csokkenése utal a mitokondrialis membran
depolarizacidjara. Az abran 6 parhuzamos kezelés fluoreszcens értékeinek atlaga, és a hozzajuk tartozé standard
deviancia lathato.

4.2.5. A TDPA a rezveratrolnal jobban gitolja a makrofagok LPS 4altal indukalt citokin

termelését.

A makrofagok gyulladasos folyamatokban mutatott kritikus szerepének egyik legfontosabb

momentuma a pro- és antiinflammatorikus hatast citokinek szekretilasa. JO1 dokumentalt
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jelenség a rezveratrol proinflammatorikus citokinek expressziojara kifejtett erds, gatlo hatasa.
Elézetes kisérleteink alapjan az LPS éaltal stimulalt makrofagok a kezelés hatodik orajaban
mutattak a legerdsebb citokin produkcidt, ezért ebben az idépontban mértiik meg a 100 ng/ml
LPS-sel és 100 uM polifenollal kezelt RAW Blue sejtek altal a médimba szekretalt IL-1, IL-6
¢s TNFa mennyiségét. Meglepd modon az IL-1 mennyiségében sem LPS, sem a polifenolok
hatasara nem lattunk valtozast (az adatokat nem tiintettiik fel). Ugyanakkor az LPS az IL-6
termelést a kontroll szint 5-szorosére, a TNFa-ét 17-szeresére fokozta (16. abra). Ezt az
erételjes citokin produkciot a TDPA a rezveratrolnal hatékonyabban volt képes gatolni: az IL-
6 szintet a LPS-kezelt csoporthoz képest a TDPA 81 %-kal, a rezveratrol 67 %-kal
csokkentette (16/a abra). A TNFa szintet a TDPA 82 %-kal csokkentette, szemben a
rezveratrol 46 %-os eredményével (16/b abra). Lathato, hogy habar mindkét polifenol képes
gatolni az aktivalt makrofagok proinflammatorikus citokin termelését, a TDPA ebben a

tekintetben kiemelked6 hatékonysagot mutat.
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16. dbra: A rezveratrol és a TDPA hatasa LPS-sel stimuldlt makrofagok citokintermelésére
A RAW Blue makrofagokat 6 oran at kezeltik 100 ng/ml LPS-sel és 100 uM rezveratrollal vagy TDPA-val,
majd a médiumukbol ELISA kittel hataroztuk meg az IL-6 (a) és a TNFa (b) mennyiségét. Az abran harom
fiiggetlen kisérletbdl kapott eredmények atlagai lathatok. *p<0,05 vs LPS, #p<0,05 vs LPS+Resv.
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4.2.6. A TDPA és a rezveratrol eltéré mddon befolyasoliak az LPS-sel stimulalt makrofagok

jelatviteli folyamatait.

Azzal a céllal, hogy jobban megértsiik a rezveratrol és a TDPA inflammatorikus folyamatokra
torténd eltérd hatdsainak molekuléris hatterét, az LPS-sel és a polifenolokkal kezelt sejtek
lizatumaibol western blottal vizsgaltuk a TLR4-NF«kB jelatvitelben résztvevo, legfontosabb
jelatviteli fehérjék mennyiségét/aktivaltsaganak mértékét. Azt talaltuk, hogy a rezveratrol és
az analogja tobb ponton is eltéréen befolyasoljak a szoban forgo szignaltranszdukcids utvonal
1épéseit (17. abra). A TDPA a rezveratrolnal jobban gatolta az IKK, IkB, és az NFkB p65
alegységének foszforilaciojat 30 perces LPS kezelés utan, valamint a COX-2 mennyiségét 3
ords kezelést kovetden. Az ERK foszforilacidjat a két analdog kozel egyforma mértékben
gatolta, mig meglepetésiinkre a TDPA kifejezetten fokozta a p38 és a JNK fehérjék
aktivitasat. Az MKP-1 mennyiségét 3 ordnal mindkét anyag csokkentette, a TDPA a

rezveratrolnal nagyobb mértékben.
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17. abra: A rezveratrol és a TDPA eltéro hatiasa a makrofagok LPS altal aktivalt jelatvitelére

RAW Blue makrofagokat 30 percig kezeltiink 50 ill. 100 puM rezveratrollal vagy TDPA-val, majd tovabbi 30
percig (a;b;d-g) vagy 3 6raig (c;h) 100 ng/ml LPS-sel. A jelatviteli fehérjék mennyiségét és foszforilaltsaganak
mértékét western blottal vizsgaltuk. Loading kontrollként GAPDH-t, vagy a lemosott nitrocellul6z membranokat
ujrajelolve az egyes foszforilalt fehérjékhez tartozd total proteineket alkalmaztuk. A blotok kvantifikalasat
Imagel szoftverrel végeztiik el. Az oszlopdiagramok 3 ismétlésbdl kapott relativ pixel denzitasok atlagait és
SEM értékeit mutatjak, alattuk pedig a reprezentativ blotok lathatok. *p<0,05 vs LPS, #p<0,05 vs LPS+R50,
Ap<0,05 vs LPS+R100.

48



4.3. A rezveratrol és a TDPA citotoxikus és szaporodasgatlo hatasa kiilonb6z6 tumoros
sejtvonalakon

4.3.1. A TDPA a rezveratrolnal hatékonyabban csokkenti killonb6z6 eredetti tumoros sejtek

MTT assayben mutatott életképességét.

Korabbi megfigyeléseink alapjan a TDPA a rezveratrolnal hatékonyabban csokkentette RAW
makrofagok életképességét MTT assayvel vizsgalva. Annak eldontésére, hogy ez a jelenség
az adott sejttipusra specifikus, vagy mas, tumoros sejtvonalakon is megfigyelhetd, 6 tovabbi
sejtvonalat kezeltiink 24 oran at rezveratrollal vagy TDPA-val, majd az €16 sejtek aranyat
MTT teszttel vizsgaltuk. Az assay az ¢l6 sejtek metabolikus aktivitdsat méri: az MTT festéket
az aktiv sejtek dehidrogendz enzimei redukaljak, az igy keletkezett formazan kristalyok
mennyisége feloldas utan fotometridasan meghatarozhatd. A vizsgalatba bevont sejtvonalak
mindegyikérdl (RAW 264.7 egér leukémia eredetli makrofag, HepG2: human hepatocellularis
carcinoma, U251: humén glioblastoma, A549: human tiidé carcinoma, HeLa: humén cervix
carcinoma, PC12: patkany phacochromocytoma, B16-F10: egér melanoma) elmondhatd, hogy
a TDPA a rezveratrolnal nagyobb mértékben csokkentette az él6 sejtek szamat (18. abra). A
kiilonbség a Hela sejtek esetén volt a leglatvdnyosabb: mig a rezveratrol az alkalmazott
legmagasabb, 100 uM koncentracidoban sem befolyasolta szdmottevéen az életképességet,
onmagaban nem alkalmas annak eldontésére, hogy a megfigyelt sejtszam csokkentd hatas
milyen mértékben szdrmazik a tumoros sejtek szaporodasanak gatoltsagabol, illetve a sejtek
halalabdl, a polifenolok eltérd hatasainak pontosabb értelmezése céljabol tovabbi, a toxikus és

az antiproliferativ hatasokat felméro kisérleteket folytattunk.
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4.3.2. A TDPA a rezveratrollal azonos mértékben gatolja U251 és HepG2 sejtek kolonia

crer

A kolonia formacid tesztben a 6 lyuku plate-ekre nagyon alacsony stirtiségben (500 sejt/well)
kirakott sejteket hét napon at kezeltiik a polifenolokkal. A kezelés végén a megfestett
sejtkoloniak szamabol és méretébdl kovetkeztethetiink a sejtek szaporodasanak iitemére. Két
humén tumoros sejtvonalon (U251 ¢és HepG2) végzett kisérlet alapjan azt lattuk, hogy a
kontroll csoporthoz képest mindkét polifenol gatolta a sejtek szaporodasat (19. abra). 50 uM
polifenol hatasara alig maradtak szemmel lathatdo kolonidk (mikroszkop alatt vizsgalva
ugyanakkor jelen voltak €16 sejtek). A HepG2 sejtvonalon a kisérletet 10 uM-os polifenol
koncentracioval megismételve azt talaltuk, hogy a rezveratrol és a TDPA koldnia forméciot

gatld hatasaban alapvetden nincs kiilonbség.

U251 -50 uM

HepG2 - 50 pM

HepG2-10 uM

19. 4bra: A rezveratrol és a TDPA hatasa HepG2 és U251 sejtek kolonia formacidjara
A sejteket alacsony stirtiségben (500/well) tettiik ki 6 lyuku plate-ekre, majd 7 napon at kezeltiik a polifenolokkal
(50 1ll. 10 pM). A kezelés végén a koloniakat Coomassie blue festékkel megfestettiik.
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4.3.3. A TDPA a rezveratrolnal nem hatékonyabb a sejtciklus feltartoztatasaban.

Két human sejtvonalon (HepG2 és U118) vizsgaltuk a sejtciklus egyes fazisaiba esd sejtek
aranyat 24 oras polifenol kezelések hatisara. A flow citometrids méréssel a sejtek DNS-
tartalmanak meghatarozésa alapjan tudjuk elkiiloniteni a kiilonb6z6 fazisban (GO/G1; S;
G2/M) 1évo sejteket. Az Ul18 glioblastoma sejtek esetében mindkét polifenol erdsen
akadalyozta az G1—S atmenetet (20. abra). Ellenben a HepG2 sejteken a rezveratrol és a
TDPA sem befolyasolta a G1—S atmenetet, viszont a rezveratrol a TDPA-nal sokkal jobban

gatolta az S—G2 fazisok hataran térténd tovabbhaladast (21. abra).
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20. abra: A rezveratrol és a TDPA hatasa U118 glioblastoma sejtek sejtciklusara
A 6 lyuku plate-en tenyésztett sejteket 75 uM rezveratrollal vagy TDPA-val kezeltiik 24 6raig, majd a sejtciklus
egyes fazisaiba es6 sejtek aranyat Merck-Millipore Muse citométerrel hataroztuk meg. n=3

Lathat6, hogy a TDPA a két vizsgalt sejtvonal egyikében sem képes a rezveratrolnal
hatékonyabban gatolni a sejtek szaporodasat. Igy az eddigi eredmények alapjan arra
kovetkeztettiink, hogy az MTT tesztben kapott eredményekért a TDPA rezveratrolhoz mérten
erdsebb citotoxikus hatasa lehet a felelds, €s a kutatast a sejthalal jellemzdinek vizsgalataval

folytattuk tovabb.
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21. abra: A rezveratrol és a TDPA hatasa HepG2 sejtek sejtciklusara

A 6 lyuku plate-en tenyésztett sejteket 75 uM rezveratrollal vagy TDPA-val kezeltiik 24 6raig, majd a sejtciklus
egyes fazisaiba esé sejtek aranyat Merck-Millipore Muse citométerrel hataroztuk meg. Az oszlopdiagram 3
parhuzamos kezelésb6l szarmazo atlagokat mutat, a harom csoportra jellemz6 sejtciklus profilokat pedig egy-egy
reprezentativ kép szemlélteti.

4.3.4. A rezveratrol és a TDPA azonos mértékben indukalja HepG2 sejtek apoptozisat.

A polifenoljaink 4ltal indukalt apoptdzis és nekrozis mértékének megallapitdsdra annexin
VI7-AAD jelolést detektalo flow citometrids modszert alkalmaztunk. Az annexinV az
apoptozis soran igen koran externalizalodo foszfatidil-szerinekhez kotédik, a 7-AAD pedig a
propidium-jodidhoz hasonléan csak az eclhalt sejtekbe képes bejutni. A Kkettds jelolés
kombinacioi alapjan jol elkiilonithetok az €16 (kettds negativ), korai és kései apoptotikus (7-
AAD-/annexinV+, illetve kettds pozitiv), valamint a nekrotikus (7-AAD+/annexinV-) sejtek
populécioi. 75 pM-os koncentracidban alkalmazva, 24 6ras kezelést kovetden a két polifenol
egyformdn, mintegy 14 szézalékkal csokkentette az €16 sejtek mennyiségét, és novelte
els6sorban a korai apoptotikus sejtek aranyat (22. abra). Nekrozis utjan elhalt sejtek

gyakorlatilag egyik csoportban sem voltak jelen (az ardnyuk egy ezreléknél alacsonyabb volt).
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22. abra: A rezveratrol és a TDPA hatasa HepG2 sejtek életképességére

A 6 lyuku plate-en tenyésztett sejteket 75 uM rezveratrollal vagy TDPA-val kezeltiik 24 6raig, majd az él10, az
apoptotikus és a nekrotikus sejtek aranyat Merck-Millipore Muse citométerrel hataroztuk meg. Az
oszlopdiagram 3 parhuzamos kezelésb6l szarmazo atlagokat mutat, a harom csoportra jellemz6 sejtpopulaciokat
pedig egy-egy reprezentativ kép szemlélteti.

4.3.5. A TDPA és a rezveratrol egyforma mértékben csokkentik a sejtszamot szulforodamin B

assay alapjéan.

A korabbi MTT assayben kapott eredményeket szerettiik volna megerdsiteni egy olyan

vizsgalattal, amellyel az MTT-vel azonos kezelési paraméterek mellett (azonos sejtszam, plate

tipus, kezelési id6 és koncentraciok) hatdrozhatdé meg a jelenlévo sejtek mennyisége. Erre egy

masik életképesség-méré modszert, a szulforodamin B assayt valasztottuk. A szulforodamin
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B megfesti a fehérjéket, igy mosas és feloldas utan az altala adott szin intenzitasa aranyos a
well-ben 1évé fehérje mennyiségével. Egy 96 lyuku plate-et két felé osztva kezeltiik a HepG2
sejteket a korabbiakhoz hasonlé mdédon, majd 24 ora elteltével a plate egyik felét MTT-vel, a
masik felét szulforodamin B-vel festettik meg. Az igy kapott ¢életképességi adatokat
szazalékosan feltiintetve lathatd, hogy mig az MTT assay a korabbiakkal megegyezd modon
jelentds eltérést mutat a rezveratrollal illetve TDPA-val kezelt sejtek szdmaban, a
szulforodamin B assay alapjan a két polifenol teljesen azonos mértékben csokkenti a well-
ekben jelenlévé cellularis fehérjék mennyiségét (23. abra). A diagram négy gorbéje koziil
egyértelmiien a rezveratrollal kezelt sejtek MTT-gorbéje tiinik ki: a masik harom gorbénél
joval magasabb szazalékos ¢€letképességi értékeket mutat. A TDPA-hoz tartoz6 MTT-gorbe
ellenben gyakorlatilag a TDPA SRB-gorbéjével azonos lefutast. A ,kezeléseket” ezutan az
el6z6hoz hasonldan megismételtiikk, de sejtek nélkiil, csak a polifenolok kiilonbdzd
koncentracidju oldataival, és az MTT/SRB festékekkel. Itt nem talaltunk semmilyen eltérést

(az adatokat nem tiintettiik fel).
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23. abra: A polifenolok életképességre kifejtett hatasanak dsszehasonlitisa MTT és SRB assayvel
HepG2 sejteket raktunk ki 96 lyuku plate-re, majd csoportonként 12 well-t megkezeltiink a polifenolokkal (0-
150 uM). 24 ora elteltével a plate egyik felét MTT, a masik felét SRB assaynek vetettiik ala. n=6

4.3.6. A TDPA a rezveratrolnal gvengébb antioxidansként mukodik tumoros sejtekben.

Végezetiil 6sszehasonlitottuk a rezveratrol és a TDPA antioxiddns hatékonysagat HepG2 ¢és
U251 sejtekben. 24 6ras kezelések utdn mindkét sejtvonalon azt talaltuk, hogy a vizsgalt
koncentracio-tartomanyban (25-200 pM) a rezveratrol a TDPA-nal magasabb antioxidans
aktivitast mutat (24. abra). Erdekes modon a glioblastoma sejtekben a TDPA egyaltalan nem
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miikodott antioxidansként, a HepG2 sejtekben viszont igen — igaz, a hatasa a rezveratrolétol
mintegy 30 %-kal elmaradt.
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24. abra: A rezveratrol és a TDPA hatasa U251 és HepG2 sejtek ROS mennyiségére
A 96 lyukt plate-re kirakott sejtek ROS termelését 24 6ras polifenol kezelést kovet6en dihidrorodaminl23
fluoreszcens festékkel hataroztuk meg. n=5
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5. Az eredmények megvitatasa

5.1. A paramagneses rezveratrol analégok antiinflammatorikus hatasanak

tanulmanyozasa

A nitrogéntartalmt, paramagneses rezveratrol analdégokkal folytatott kutatds soran a PTE
AOK Szerves és Gyogyszerkémiai Intézetében szintetizalt 7 j rezveratrol analég bioldgiai

hatasat mértiik fel LPS-sel aktivalt RAW 264.7 makrofagok inflammatorikus markereire.

Az 1) molekuldk azzal a céllal szintetizalodtak, hogy sikeriiljon olyan analégot azonositani,
amely a rezveratrolndl hatékonyabban képes csillapitani valamilyen cellularis
inflammatorikus folyamatot. Ebbdl a célbol a rezveratrol egyik vagy mindkettd fenolos
gyurijét nitroxid gytrikre cserélték, vagy a két gylirti koz¢é egy pirrolin gyliriit szintetizaltak.
Némelyik analdg tovabbi modositasként metil- vagy metoxicsoportokat is tartalmaz. A
nitroxidok olyan stabil gyokok, melyek a celluldris membranokon konnyedén atjutva, a redox-
aktiv fémionok oxidalasaval megel6zik a szabadgyokképzOodést, és extra-, valamint
intracellularis ~ SOD-mimetikumokként — miikddnek'®. A nitroxidok  redukcidjaval
hidroxilaminok képzddnek, amelyek szintén antioxidans kapacitassal birnak. Tobb tanulmany
szerint egyes kardioprotektiv szerek'®, valamint PARP-inhibitorok'® szerkezetének
nitroxiddal torténd kiegészitése fokozza a bioldgiai hatdsukat, ami feltehetleg a

megnovekedett antioxidans és gyokfogo aktivitasnak tudhatoé be.

A kisérleteink sordn a makrofagok LPS altal kivaltott fokozott ROS termelését mindegyik
analdég csokkentette, de hatdsaban mind a hét elmaradt a rezveratroltdl. A leggyengébb
teljesitményt a HO4427 és a HO4486 mutatta, a HO4408, HO4409, HO4415 és a HO4450
viszont mar 12,5 uM koncentracidban is szemmel lathatéan visszafogta a ROS mennyiséget.
Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az antioxidans hatds szempontjabdl az aromas gytiriik
jelenléte a legelonydsebb, a hattagu nitroxidok és az izoindolin nitroxid pedig hatékonyabbak,

mint a pirrolin nitroxid.

A makrofagok aktivacidjanak és szabadgyok termelésének tovabbi fontos Osszetevdje az
iNOS enzim miikodése kovetkeztében termelddé NO, ami gyorsan tovabb oxidalodva nitritté
alakul, melyet a sejtek médiuméabol kimutathatunk. A rezveratrol képes a gyulladasos
folyamatok soran felléepd NO produkci6é csillapitdsara, az analdégok koziil 5 pedig ebben a

tekintetben még hatékonyabbnak mutatkozott. A HO4427 ¢s a HO4486 a ROS termeléshez
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hasonldoan a NO szintet is csak kis mértékben csokkentette, a HO4408 és a HO4409 ellenben

nagyon er0s gatlast mutatott.

Az LPS hatasara termelddé TNFa mennyiségét 6t analdog volt képes csokkenteni, a hattagu

pre-nitroxid és izoindolin-nitroxid tartalmu vegyiiletek a rezveratrolnal is hatékonyabban.

Eredményeinket Osszefoglalva elmondhato, hogy sikeriilt olyan 10j rezveratrol analdgokat
azonositanunk, amelyek annak ellenére, hogy a rezveratrolnal gyengébb antioxidansok, annal
nagyobb mértékben képesek csokkenteni az aktivalt makrofagok nitrit- és TNFa mennyiségét.
A vizsgalt biologiai funkciok fokozdsdban eredményesebb a rezveratrol-szerli molekuldk
tetrahidropiridinnel vagy izoindolin-nitroxiddal torténé modositasa, mint a pirrolin-nitroxid

gytrik jelenléte.
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5.2. A TDPA és a rezveratrol biologiai hatasainak 6sszehasonlitasa

Bar a rezveratrol in vivo és in vitro hatasairél temérdek informacié latott mar napvildgot, még
mindig viszonylag keveset tudunk ennek az értékes polifenolnak a kémiai szerkezete és
biologiai funkcioi kozotti Osszefiiggésekrdl. A természetes ¢€s szintetikus rezveratrol
analogokkal végzett vizsgalatok segithetnek felderiteni a polifenolok jotékony €lettani hatasai

mogott rejlo szerkezeti feltételeket.

A TDPA a rezveratrol harmas kotéses analogja, amely a hidroxilcsoportok szamaban és
mindségében ¢€s a molekula térszerkezetében azonban attdl eltér. Ezért a TDPA vizsgalataval
ujabb adatok nyerhetdk a molekulaszerkezet €s a bioldgiai hatdsok kapcsolatarél. A TDPA-t
kimutattak kordbban rezveratrol etanolos oldatdban, UV sugarzast kéveten'®. Abbol
kiindulva, hogy a sz616 epidermisze és a sz616héj természetes koriilmények kozott is intenziv
UV sugarzasnak van kitéve, feltételeztiik, hogy a TDPA kis mennyiségben megtalalhato a
szOlében és a borban. Ezt azonban 26 magyar voOrdsbor tomegspektrometrids vizsgalata

alapjan nem tudtuk megerdsiteni (az adatokat nem tiintettiik fel).

5.2.1. A TDPA és a rezveratrol gyulladasgatld hatasanak vizsgalata

A rezveratrol talan legjobban bizonyitott és legkevésbé magyarazatra szoruld tulajdonsaga az
antioxiddns hatds, amit szdmos tanulmany alapjan elsOsorban a sztilbén véazon taldlhato
hidroxilcsoportoknak tulajdonitanak. A hidroxilcsoportok szamanak ndvelésével a molekula
antioxidans kapacitasa akar tobb ezerszeresére fokozodik™. Emellett értelemszeriien fontos a
hidroxilcsoportok elhelyezkedése is: a 4’ pozicidban 1évé hidroxilcsoport a masik kett6nél
nagyobb mértékben jarul hozza az antioxidans aktivitashoz™. A cisz- és a transz-rezveratrol,

1°71%  arra

valamint a dihidro-rezveratrol antioxidans erdssége kozotti kiillonbségekbo
kovetkeztethetiink, hogy a két fenolos gylirli kozotti kettds kotés megléte, valamint annak

sztereoizomériaja szintén befolyasolja a molekula antioxidans jellegét.

A mi kisérleteink alapjan elmondhatd, hogy a két gyliri kozotti kettds kotés eloxidalasa
harmas kotéssé ugyancsak mérsékli az antioxidans kapacitdst. A TDPA ugyanis mind
sejtmentes rendszerben, mind LPS 4ltal aktivdlt RAW makrofagokban a rezveratrolnal

kevésbé csokkentette a reaktiv szabadgyokok mennyiségét.
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A rezveratrol az antioxidans tulajdonsadga mellett els6sorban az NF«kB transzkripcios faktor
gatlasan keresztiil csillapitja az inflammatorikus folyamatokat'’’. Az NFkB gatlas
Osszefiiggésben lehet az oxidativ karosodasoktol vald védelemmel, hiszen ismert tény, hogy a
szabadgyokok NFkB aktivaciot indukalnak. Ezzel szemben 75 szubsztitualt sztilbén analog
vizsgalata alapjan Heynekamp szerint”™ az NFkB-t hatékonyabban gatlo analogok altalaban a
gyengébb antioxidansok koziil keriilnek ki. Erre két magyarazat kinalkozik. Egyrészt
bizonyos, hogy a gyokfogd mechanizmuson kiviil a polifenolok szdmos mas, jelatviteli
fehérjékkel specifikus interakciora épiilé modon is befolyasoljak a gyulladasos jelatvitelt, és
ezek eredd hatdsa az NFkB-re nem josolhatdé meg egyszerlien az antioxidans kapacitasbol
kiindulva. Masrészt alaposabb irodalmazas utdn az NFkB és a ROS viszonya sem
egyértelmiien eldonthetd. Kimutattdk, hogy bar a ROS 4ltalaban aktivalja az NFkB utvonalat
a citoplazmaban, a nukleuszban gatolhatja az NFxB transzkripcids mikodését'”. A ROS
tovabba az IKK-ra, az [kB-re és a proteaszomara hatva is gatolhatja az NF«kB aktivaciojat™. A
mi eredményeink illeszkednek a Heynekamp altal leirt 6sszefliggésbe, mivel a TDPA, ami a
rezveratrolnal gyengébb antioxidans, hatékonyabban gatolta az NFxB tutvonalat LPS-sel
indukdlt makrofdgokban. Ennek az utvonalnak az aktivaloédasa kritikus fontossagi a
gyulladasos folyamatok inicidlasa, terjedése és lefolyasa szempontjabol. Szamos, kiilonb6z6
stimulusra aktivalédd receptor (PRR, TNFR, IL-1R) ligandkotését kovetden tobb,
parhuzamos tutvonalon aktivaléodhat az IKK, ami az IkB lebomlasan keresztiil az NF«B
alegységeinek felszabadulasahoz és nukleuszba transzlokalédasahoz vezet. A DNS-hez
kotddé NFxB alegység dimerek ezutan kulcsfontossdgu proinflammatorikus gének (COX,
iNOS, citokinek) atirasat fokozzak'®. Az altalunk vizsgalt TDPA ezt a folyamatot tSbb
ponton is a rezveratrolnél jobban csillapitotta. A jelatviteli fehérjék foszforilacidos mintdzata
alapjan a TDPA kifejezetten er0sen gatolta az IKK aktivaciot, az IkB és a p65 foszforilaciot.
Bar ezek fontos 1épések az NF«kB jelatvitelben, a transzkripcios faktor végso, funkcionalis
aktivitasanak megallapitasahoz sziikséges megvizsgalni az altala regulalt gének termékeinek
mennyiségi valtozasait. A TDPA ezen a szinten is jol teljesitett. Gatolta a gyulladast,
fajdalmat és lazat generdlo COX-2 enzim szintézisét, valamint két fontos proinflammatorikus
citokin, az IL-6 és a TNFa termelését. Ez a gatlas mindharom esetben a rezveratrolhoz mérten
erdsebbnek bizonyult. Tovabba egy kifejezetten az NFkB transzkripcids aktivitasat lathatova
tévo cellularis assayben (RAW Blue) is 0sszehasonlitottuk a két molekula hatdsat, ahol azt
talaltuk, hogy bar mindkét polifenol koncentraciofiiggd modon gatolta az NFkB aktivitast, a
TDPA a rezveratrolndl sokkal hatékonyabb volt. Ezek az eredmények meggy6zden

bizonyitjdk, hogy a TDPA egy olyan rezveratrol analdg, amely az eredeti molekulat
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meghaladd mértékben képes gatolni makrofdgokban az NFkB utvonal LPS altal indukalt

aktivalodasat.

Az aktivalt makrofagok patogénellenes valaszuk részeként nagy mennyiségii ROS-t
termelnek. Ez a ROS azonban a mitokondridlis membranpotencial 6sszeomlasahoz, és a
1égzési lancbol szarmazd tovabbi ROS novekedéshez vezethet''?. Dave és mtsai kimutattak,
hogy rezveratrollal kivédhetd a mitokondridlis membran IL-1-indukalt depolarizécidja
chondrocitiakban'™. Munkacsoportunk korabbi kutatdsai bebizonyitottak, hogy a ferulaldehid

megovja a mitokondridlis membrant az LPS altal okozott karosodastol'*,

A jelen
munkankban kimutattuk, hogy a TDPA ¢és a rezveratrol is csokkenti a makrofagok
mitokondriumainak LPS-kezelést koveté membran depolarizaciojat, ezaltal hozzajarulhatnak
a cellularis funkciok védelméhez. A polifenolok pozitiv hatdsait a mitokondrialis
membranpotencidlra kézenfekvd lenne az antioxidans hatasukkal magyardzni. A TDPA
azonban a rezveratrolnal gyengébb antioxidans, és mégis azzal megegyezd hatékonysagot
mutatott a depolarizacio kivédésében. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az antioxiddns
sajatsag mellett 1étezik valamilyen mas mechanizmus is, ami altal a rezveratrol illetve a

szarmazékai védik az aktivalt makrofagok mitokondridlis funkcioit. Ennek a mechanizmusnak

a pontos felderitése tovabbi kutatdsokat igényel.

A MAP kinazok szamos mas funkcidjuk mellett fontos szerepet toltenek be a természetes
immunitasban. A MAPK csaldd minden tagjanak aktivacigjat megfigyelték mar
mintazatfelismeré receptorok ligandkotését kovetden''.

U0126-tal szamos inflammatorikus marker (IL-1, IL-8, TNFa, PGE2) LPS altali indukciojat

Monocitdkban a MEK gatlasa

csOkkentette, ami alapjan egyértelmi a MEK-ERK utvonal p38-t6l és JNK-tol fliggetlen,
gyulladasos jelatvitelben betoltstt szerepe'”. Kisérleteinkben a TDPA és a rezveratrol
egyarant gatolta az LPS kezelésre bekdvetkezd ERK foszforildciot, ami 6sszhangban van a
polifenolok jol ismert antiinflammatorikus tulajdonsagaval. Ezzel szemben a p38 MAPK
LPS-indukalta aktivacidja csokkent 50 uM rezveratroltol, viszont tovabb emelkedett TDPA
hataséara. Egyik polifenol sem akadalyozta meg a JNK foszforilaciojat, sét, a TDPA markans
JNK foszforilaciot okozott. A p38 és a INK TDPA altali fokozott aktivitdsa 24 oras kezelés
utan is megfigyelhetd volt, amikorra a MAP kindzok LPS 4ltali aktivacioja mar lecsengett.
Ezek az eredmények els6 kozelitésben szembemennek a TDPA feltételezett
antiinflammatorikus hatdsaval. Fontos ugyanakkor megjegyezni, hogy a modellként hasznalt
RAW 264.7 egy Abelson egér leukémia virus altal transzformalt, immortalis sejtvonal.

Szamtalan publikacidé szdmol be a rezveratrol tumoros sejtekre gyakorolt antiproliferativ,
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sejtciklus-regulald, és apoptozis-indukalo hatasarol®®***° Az irodalom alapjan a
polifenolok hatdsa a MAP kinazokra kettds. Mig a stimulus (pl LPS) altal okozott,
megndvekedett MAPK aktivacid rezvertarol altali gatlasat altaldban a molekula
gyulladasgatlo jellegével magyarazzak, addig a tumoros sejtekben megfigyelhetd, alapszintii
MAPK foszforilaciot befolyasold6 hatdsanak antitumor, apoptdzis-indukald jelleget

116
k

tulajdonitanak . A rezveratrol az ERK foszforilacido csokkentésével gatolta human emld

daganatsejtek invaziojat''’, valamint human prosztata rdk sejtek novekedését''’®. A p38
rezveratrol altali foszforilacioja ugyanakkor apoptozist és sejtciklus feltartoztatast okozott
T24 sejtekben'™, és szeneszcencia jellegli novekedésgatlast HCT-116 sejtekben™.
Hasonloképpen a fokozott INK aktivacio hozzajarul a JB6 egér epidermalis sejtek rezveratrol
altal kivaltott apoptéziséhoz™. Az MTT assayben kapott eredményeink alapjan 24 orés
kezelés soran mindkét polifenol koncentraciofiiggd modon csokkenti a sejtszamot, a TDPA a
rezveratrolnal nagyobb mértékben. Annak megitélésére, hogy ez elsésorban citotoxicitasbol
vagy szaporodasgatlasbol ered, tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Azt mindenesetre fontos
hangsulyoznunk, hogy a két polifenol inflammatorikus markerekre gyakorolt eltéré hatasa
nem magyarazhatd pusztan a sejtszam-csokkentd hatdsukban mutatott kiilonbséggel, hiszen az
utobbi csak hosszabb kezelésnél (24 6ra), és kisebb mértékben érvényesiil. Az NF«B utvonal
gatladsaban és az inflammatorikus citokinek mennyiségének csokkentésében a TDPA mar a
korai fazisban (30 perces, ill. 6 6ras LPS kezelés) is hatékonyabb a rezveratrolnal. Ezekben az
iddpontokban a sejthaldlnak és a sejtszamcsokkenésnek még semmilyen jele nem volt
észrevehetd, akar MTT-vel, akar flow citometrias propidium-jodid/annexinV jeldléssel
vizsgalva. A MAP kinazok aktivitasanak befolyasolasa ¢s az MTT eredmények alapjan azt
feltételezziik, hogy a TDPA altal okozott p38 és JNK aktivacid egy, a rezveratrolnal
hatékonyabb tumorellenes aktivitds része. Ennek igazoldasara még tovabbi kisérleteket
végziink, de a hepatocellularis karcinoma és glioblastoma sejteken kapott eldzetes
eredményeink igazolni latszanak a hipotézisiinket. Az altalunk bemutatott MTT eredmények
tovabbi kérdéseket is felvethetnek, ugyanis azt mutatjak, hogy 24 o6ras LPS kezelés nem
befolyasolja a sejtszamot. Ez meglepd lehet annak fényében, hogy ismert a makrofagok LPS

stimulaciot kovetd sejtcikklus-blokkja™**

. Ugyanakkor azt feltételezziik, hogy a makrofag
aktivacioval jar6é fokozott cellularis metabolizmus, és az ezzel egyiitt jar6 megndvekedett
MTT-redukalo kapacitétslzz’123 ellensulyozhatja a sejtek szaporodasanak gatlasa kovetkeztében

fellépd sejtszdmcesokkenést.
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A TDPA antiinflammatorikus hatasat vizsgald kutatasunk eredményeit Osszefoglalva
elmondhat6, hogy sikeriilt egy olyan, Gjonnan szintetizalt rezveratrol analégot azonositanunk,
ami az eredeti molekulandl gyengébb antioxiddns, ugyanakkor hatékonyabban gatolja
makrofag sejtekben az LPS-stimulaciot koveté NFkB aktivaciot, valamint a COX-2, a TNFa
¢s az IL-6 produkciot. A TDPA emelett védi a mitokondrialis membrant az LPS altal okozott
depolarizaciotdl, csokkenti az aktivalt makrofdgokban az ERK aktivaciot, ezzel szemben
fokozza a p38 és a INK MAP kinazok foszforilaciojat. Figyelembe véve, hogy a TDPA a
rezveratroltol minddssze egyetlen kémiai kotés tekintetében kiillonbozik, a két polifenol
biologiai hatdsaiban feltart kiilonbségek a rezveratrol eddig megismert szerkezet-funkcid

Osszefiiggésével kapcsolatos tudast is kiegészitik.

5.2.1. A TDPA és a rezveratrol citotoxikus és szaporodasgatd hatasanak vizsgalata

A rezveratrol pozitiv élettani hatdsait taglald publikaciok kozott a gyulladasgatlo
tulajdonsagait leirok mellett nagy szdmban talalunk olyanokat, melyek igen véaltozatos
mechanizmusok alapjan a polifenolnak tumorellenes aktivitast tulajdonitanak (lasd 1.
tablazat). Ennek a felismerésnek a nyoman indult meg az eredeti molekulanal hatékonyabb
rezveratrol szdrmazékok keresése, amelynek eredményeként mara szdmos ilyen analdgot

azonositottak.

Az 10j rezveratrol analdgjaink antiinflammatorikus hatdsat vizsgald kutatdsaink soran azt
tapasztaltuk, hogy a TDPA a rezveratrolnal nagyobb mértékben csokkenti az €16 sejtek szamat
24 oras kezelés soran. Ezt az eredményt a polifenolok hatasat 6sszehasonlito MTT-assayben
kaptuk, ami az intézetiinkben ¢€s vildgszerte is egy rutinszeriien alkalmazott vizsgalati
modszer a kiillonb6zé  farmakologiai  hatéanyagok  citotoxikus hatékonysaganak
meghatarozasara. Mivel mi 24 oras kezelést kovetéen végeztik el a tesztet, azaz olyan
id6tartam utan, ami kortilbeliil megegyezik a RAW makrofagok generacids idejével, ezért
pusztan az MTT eredmények alapjan nem volt egyértelmiien megallapithatd, hogy a csokkent
sejtszam milyen mértékben szdrmazik a vegyiileteink citotoxikus, illetve szaporodasgatld
aktivitasabol. A rezveratrolrdl mind a két aktivitas jol ismert: szamos sejttipuson bizonyitottak

. ) , o (124547 - :
PO06874 " valamint a sejthalalt indukalé®*"***>® hatasat. Mig a

mar a sejtciklust blokkolo
rezveratrol altal okozott sejthalal egyes tanulmanyok szerint tisztdn apoptozis jellegli, masok
szerint apoptotikus  és nekrotikus  vonasokat egyarant mutat'”’. Hasonloképpen
ellentmondasosak a citotoxikus hatas specificitasarol szolo informaciok: sok szerzd allitja azt,

49,53,125

hogy ez a hatas csak a tumoros sejteken figyelheté meg , ellenben Ferry-Dumazet és
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alapjan normadlis ¢és tumoros sejteken egyarant jelentkezik.
Ezeknek a kérdéseknek a tisztazasa rendkiviil fontos, hiszen egy potencialis rakellenes szerrel
szemben alapvetd kovetelmény, hogy a tumoros sejtekre minél nagyobb szelektivitassal, jol
koriilhatarolhato és szabalyozott mechanizmussal fejtsen ki toxikus hatast. Ellenkezd esetben
elkeriilhetetlen a normalis szovetek karosodasa, €s az ezzel jaro terapias mellékhatasok. A
kutatds kovetkezO fazisdban ezért célul tiiztiik ki annak eldontését, hogy a rezveratrol és a
TDPA eltérd sejtszamcsokkend hatdsa mogott inkabb a toxikus, vagy az antiproliferativ
tualjdonsagaik kiilonbsége all. Ezt kovetden terveztilk meghatarozni a két vegyiilet altal

kivaltott sejthalél tipusat, majd végezetiil a hatds tumoros, illetve primer sejteken mutatkozo

esetleges eltérését.

El6szor is az addig csak makrofagokon elvégzett MTT-assayt kiterjesztettik 6 tovabbi
tumoros sejtvonalra. A vizsgalatba bevont sejtvonalak mindegyikérél (RAW, HepG2, U251,
A549, HelLa, PC12, B16-F10) elmondhatd, hogy 24 ora alatt a TDPA a rezveratrolnal
nagyobb mértékben csokkentette az ¢l sejtek szamat. Ez meggydzott minket arrdl, hogy a
rezveratrol és a hadrmaskotéses analog eltéréd hatdsa nem a RAW 264.7 makrofag vonalra

specifikus, hanem tumoros sejteken altalanosan megfigyelheto.

Kovetkezd 1épésben a polifenolok szaporoddsgatld hatasat vizsgaltuk meg két kiillonbozo
megkozelitéssel. A 7 napos kezelés hatasat vizsgalo kolonia formacio tesztben és a 24 oras
kezelést kovetd flow citometrids sejtciklus analizisben egyarant azt lattuk, hogy bar mindkét
polifenol lassitja a majkarcinoma ¢és glioblastoma sejtek szaporodasat, a TDPA a
rezveratrolnal nem mutat nagyobb hatékonysagot. Ezek alapjan azt feltételeztiik, hogy az
MTT assaykben kapott eredmények a TDPA rezveratroléndl erdsebb citotoxikus hatdsaval
magyarazhatok. Ezt azonban nem tamasztottdk ala a 7-AAD/annexinV jel6lésen alapuld flow
citometrids méréseink, amelyek alapjan a két vegyiilet egyforma mértékben csokkenti az €16
sejtek mennyiségét, és megnoveli a korai apoptotikus sejtek aranyat, mikdzben az alkalmazott

koncentracioban és kezelési 1d6 mellett nekrotikus sejthalalt nem okoznak.

A kutatasnak ezen a pontjan latszolagos ellentmondashoz érkeztiink: mig az MTT assay
alapjan kifejezetten nagy kiilonbség mutatkozott a rezveratrol és a TDPA sejtszamcsokkentd
hatasaban, addig a masik harom mddszer eredményeibdl az kovetkezett, hogy a két polifenol
hatasa a citoxicitas és a szaporodasgatlas terén is kozelitéleg egyforma. Mivel ismert jelenség,
hogy bizonyos stimulusokra a sejtek eltérden reagalhatnak kiilonbozo kezelési koriilmények

(plate tipus, sejtstiriség, médium térfogat) kozott, egy olyan moddszert kerestiink, amellyel
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megerdsithetok az MTT assay eredményei, az MTT-vel azonos kisérleti felallasban. A
valasztasunk egy masik életképesség-tesztre, a szulforodamin B (SRB) assayre esett. Az MTT
¢s a SRB assayt egy adott plate-en, azonos idoben és modon kezelt sejtekkel elvégezve
feloldodott a korabbi ellentmondas. A SRB teszt ugyanis a tobbi vizsgalati eredménnyel
Osszhangban azt mutatta, hogy a TDPA ¢€s a rezveratrol sejtszamcsokkentd hatasdban nincs
kiilonbség. A TDPA esetében az MTT ¢és a SRB azonos lefutdsu koncentracio-fiiggd
sejtszamcsokkentd hatast mutatott, és ezekkel megegyezett a rezveratrol SRB-gorbéje. Az
SRB gorbék alapjan €és a flow citométeres apoptozis assaybdl kapott életképességi értékek
koriilbeliil egyformak. Egyediil a rezveratrolhoz tartoz6 MTT gorbe adott a masik haromtol
nagyban eltéré eredményt, a rezveratrolnak egy relative alacsony sejtszamcsokkentd hatéast

jelezve.

A két modszer eltér6é eredményeinek értelmezése céljabol fontos tudni, hogy pontosan melyik
min alapul. A SRB festék a celluldris proteinekhez kotddik, igy egyarant megfesti az €16,
metabolikusan aktiv és az elpusztult sejteket. A kisérlet soran ligyeltiink ra, hogy a festés el6tt
a médium leszivasaval és PBS-sel valo mosassal az elhalt sejtek jelentds részét eltavolitsuk,
igy elmondhatd, hogy a SRB assayvel a jelenlévo €16 sejtek mennyiségét hataroztuk meg az
Osszfehérje mennyiség alapjan. Az MTT festék ezzel szemben a leirdsa szerint egy olyan
tetrazolium szarmazék, amely a cellularis dehidrogendz enzimek mitkddése kovetkeztében
redukalddva oldhatatlan kristalyokka alakul. Az oldott MTT eltavolitasa és a keletkezett
formazan kristalyok visszaoldasa utan az életképes sejtek szdmdval aranyos szinintenzitast
kapunk, ami fotometriasan mérhetd. Fontos hangstlyozni, hogy ez egy metabolikus assay,
ezért az olyan kezelések hatasarol, amelyek megvaltoztatjak a sejtek katabolikus/anabolikus
anyagcserefolyamatait, az életképesség tekintetében félrevezetd eredményeket adhat. Az
egyedi sejtek altal termelt formazan mennyisége fligghet tovabba a sejtek denzitdsatol, a

127
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szaporodasuk titemétol, és a pH-tol™“'. A mddszer évtizedekre visszanytld és nagyon elterjedt

haszndlata ellenére nem tisztazott az MTT redukcidjanak cellularis mechanizmusa. A legtobb

forras szerint mitokondrialis?®

dehidrogenazok redukaljak (els6sorban a szukcinat-
dehidrogenaz), mésok szerint az endoplazmas retikulum NAD'- vagy NADP-dependens
enzimei, illetve a glikolitikus eredetti NADH'*’. Bizonyitottdk emellett a szuperoxid™*® MTT-
redukald aktivitasat is, aminek fényében megkérddjelezhetd a modszer pontossdga olyan
kezelések mellett, amik szabadgyokos reakciokat inditanak el a sejtekben. A kisérleteinkben a
rezveratrolos kezelések esetében az MTT assay a valosndl magasabb sejtszamot jelzett.

Tovabba a jo antioxidans hatékonysaggal bird rezveratrollal kezelt sejtek a gyengébb
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antioxiddns TDPA-val kezelteknél nagyobb MTT-redukald aktivitdst mutattak, aminek
kapcsan felmeriilhet, hogy a rezveratrol esetleg kozvetleniil redukalja az MTT-t. Ennek
azonban ellentmond az, hogy sejtmentes rendszerben a rezveratrol nem okozott mérhetd
formazanképzddést. Mindezek alapjan azt gondoljuk, hogy a rezveratrol jO antioxidans
jellegének koszonhetéen megvaltoztatja a sejtek oxidativ allapotat olyan modon, hogy
azoknak fokozodik az MTT-redukald kapacitasa. A rezveratrolnal gyengébb antioxidansként
miikodé TDPA esetén ez a jelenség nem figyelheté meg, a TDPA-kezelésekhez tartozé MTT-
¢s SRB gorbék ezért azonos lefutast mutatnak. Hasonld jelenségrdl szamolnak be Wang és
mtsai*?®, akik azt talaltak, hogy prosztata- és eml6rak sejtekkel végzett kisérletekben az MTT
assay az ATP vagy DNS tartalmat mérd, valamint a tripan blue assaykhez képest koriilbeliil

kétszeresen alulbecsiilte az epigallokatekin-gallat antiproliferativ aktivitasat.

A rezveratrol rakos sejtek €letképességére kifejtett hatasat a publikacidk nagy részében MTT
assayvel hatdrozzak meg. Az eredményeink azonban arra hivjdk fel a figyelmet, hogy a
rezvertarol (és feltehetden szamos mas antioxiddns vegylilet) tulajdonsagat vizsgalo
kutatasokban a citotoxicitas €s az antiproliferativ hatas felmérésére az MTT assay komoly
fenntartasokkal alkalmazhato. Az ilyen esetekben az MTT assay kivaltdsdra szdmos mas,
életképesség-mérd modszer valaszthatd, amelyek koziil mi a SRB assayt alkalmasnak talaltuk

a polifenolok sejtszamcsdkkentd hatdsanak meghatarozasara.

Az eredmények alapos értékelése utan kijelenthetd, hogy a TDPA a rezveratrollal megegyez6
mértékben indukalja tumoros sejtek apoptozisat, tovabba a rezveratrolndl nem hatékonyabb a
sejtciklus feltartoztatadsaban. A kutatas soran tapasztalt latszolagos ellentmondasok pedig
megmutattdk, mennyire fontos, hogy tisztdban legyiink az alkalmazott kisérleti mddszerek

mitkddésének hatterével, és hogy a kapott eredményeket kritikusan szemléljiik.

Ezek az eredményeink sziikségszerlien modositjadk a TDPA antiinflammatorikus hatasat
vizsgalo kutatasunk eredményeinek értelmezését is. Egyfeldl tovabbi vizsgélatokat tesznek
sziikségessé annak eldontésére, hogy a TDPA miért fokozza a p38 és JNK MAP kinazok
aktivaciojat. Masrészt annak ismeretében, hogy a TDPA egyaltalan nem pusztitja jobban a
sejteket, mint a rezveratrol, még szembetlindbb a két vegylilet NFxB-gatlo hatdsa kozotti

kiilonbség.
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6. Osszefoglalas

Munkdm soran egy jol ismert, gylimolcsokben és vordsborban eldforduld polifenol, a
rezveratrol szintetikus analogjainak hatasat vizsgaltam tumoros sejtvonalakon és LPS altal
aktivalt makrofag sejteken. A kutatds elsd fazisdban nitrogéntartalmi, paramagneses
molekulak, a méasodik fazisban pedig egy harmas-kotéses rezveratrol szarmazék vizsgélatara
keriilt sor. A kisérletek soran tobb analogrol bizonyosodott be, hogy az eredeti molekulanal
hatékonyabban képes a makrofagok gyulladds soran torténd aktivaciojanak csillapitasara.
Ezek a vegyiiletek és az altaluk nyert, a rezvertarol szerkezet-funkcio Osszefliggésére
vonatkoz6 adatok értékes informacidkat nytjthatnak uj, a polifenolok multi-target jellegét

kiaknaz6 gyogyszerfejlesztések szamara.

Kimutattam tovabba, hogy az MTT assay a rezveratrol hatasat vizsgald kutatdsokban csak
korlatozottan hasznéalhatd, helyette a SRB assayt taldltam alkalmasnak a polifenol 4&ltal
okozott sejtszdmcsokkentd hatds meghatarozasara. Figyelembe véve, hogy az in vitro
tesztekben maig az MTT assay az egyik leggyakrabban alkalmazott mddszer a rezveratrol
toxicitasdnak meghatarozasara, ez az eredmény nagyban befolyasolja a polifenol hatasat
taglald kozlemények eredményeinek értelmezését, valamint a jovoben végzendd kisérleteink

kivitelezését.
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Transzport Konferencia, Siimeg, 2015)
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A ciklofilin D szerepe az LPS altal indukalt gyulladdsos folyamatok génexpresszidjanak

valtozasaban (44. Membran-Transzport Konferencia, Siimeg, 2014)

Cyclophilin D dependent mPT amplifies inflammatory response in septic shock (14th ISANH
Congress on Oxidative Stress Reduction, Redox Homeostasis and Antioxidants, Paris, France,
2014)

A 3,4 ,5-trihidroxi-tolan U251 human glioblastoma sejtekre Kifejtett citotoxikus és
antiproliferativ hatasanak vizsgalata (43. Membran-Transzport Konferencia, Siimeg,

2013)

Paramagneses rezveratrol analégok anti-inflammatorikus, citotoxikus és anti-
proliferativ hatasanak vizsgalata (A Magyar Biokémiai Egyesiilet Jelatviteli

Szakosztalyanak III. Konferenciaja, Esztergom, 2012)

A ciklofillin D hidnyanak hatasa a lipopoliszacharid indukalta tiidékarosodéasra egérben (A

Magyar Biokémiai Egyesiilet Jelatviteli Szakosztalyanak III. Konferencidja, Esztergom, 2012)

A TRAF6 funkcionalis gatlasa rezveratrollal a TLR4 — NFxB utvonalon (A Magyar
Biokémiai Egyesiilet Jelatviteli Szakosztalyanak III. Konferencidja, Esztergom, 2012)

Egy uj rezveratrol analég, az SZV1361 antiproliferacios és citotoxikus hatisa human
hepatocellularis karcinoma sejtvonalon (41. Membran-Transzport Konferencia, Siimeg,
2011)

Inhibition of TLR4 - TRAF6 - NF-kB pathway with resveratrol in murine macrophages (41.

Membran-Transzport Konferencia, Siimeg, 2011)

LPS-indukalta szeptikus sokk gatlasa ferulaldehiddel MKP-1 aktivalasan keresztiil
RAW264.7 egér makrofag sejtvonalon (40. Membran-Transzport Konferencia, Stimeg, 2010)

A ferulaldehid — egy polifenol degradacios termék hatasa LPS indukalta makrofag sejtvonalon

(39. Membran-Transzport Konferencia, Siimeg, 2009)
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9. Koszonetnyilvanitas

Koszonetet szeretnék mondani mindenkinek, aki az elmult években barmilyen moddon
segitséget nyujtott a kutatdsaimmal kapcsolatban. K6szondm Dr. Stimegi Baldzs Professzor
Urnak, hogy az intézetiink és a doktori iskola vezetéjeként lehetdvé tette szamomra, hogy a
témaban kutassak. Halas vagyok a Septic Shock Team minden egykori és jelenlegi tagjanak —
Radnai Balazsnak, Tucsek Zsuzsannanak, Kalman Nikolettanak, Fonai Fruzsinanak, Jakus
Péternek, Dombovari Péternek és mindenekel6tt témavezetomnek, Veres Balazsnak — hogy a
munkat egy szellemileg termékeny, és mindenkor barati 1égkdrben végezhettem. Koszondm a
technikai segitséget Pasztor Annanak, Horvath Bertalannak, Girdan Laszlonak és Halasz

Helénanak. K9szonom tovabba a csaladomnak és Maténak, hogy mindvégig tdimogattak.

A kutatas a TAMOP-4.2.4.A/2-11/1-2012-0001 Nemzeti Kivalosag Program (Apaczai Csere
Janos Doktoranduszi Osztondij) kiemelt projekt keretében zajlott. A projekt az Eurépai Uni6
tamogatasaval, az Europai Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valosul meg. A kutatashoz a

PTE AOK-KA-2013/31 tamogatas is hozzajarult a vegyszerek és eszkozok biztositdsaval.
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