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A szepszis

A szepszis altalanos meghatarozasa

A szepszis €s a kovetkezményes korfolyamatok okozzak a legtobb halalesetet az altalanos
intenziv betegellatds soran. Ennek oka, hogy a szepszis hatasara aktivalod6 immunrendszer
mukodése kikeriill a szervezet ellendrzése alol. Ennek kovetkeztében olyan mértékben
feler6sodnek a szervezetben zajlo — normadlis koriilmények kozott a beteg gyogyuldsat
elosegitd - gyulladasos reakciok, amelyek mar karositjak a szervezetet, és a betegek haldlat
okozhatjak. Ha a paciensek haldla nem kdvetkezik be, akkor a szervek karodsodésa a késdbbi
immunhidnyos szakaszban megjelend gyulladasokkal egyiit kivalthajak a beteg halalat. Egy
felmérés szerint Amerikaban mintegy 750000 stlyos szeptikus eset fordul eld évente €s ebbol
225000 halalos kimenetelt. Egy becslés szerint évente 19 millio eset fordulhat el6 vilagszerte.
A betegség tobbnyire az iddsebb kort, legyengiilt immunrendszeri betegeket tamadja meg, de
eléfordulhat a mindinkabb esendd allapota betegeken végzett miitétek szovodményként is. A
szeptikus betegeket jelenleg az intenziv osztdlyokon foként antibiotikumokkal, vagy
antifungalis szerekkel kezelik. Utobbit abban az esetben alkalmazzdk, ha a betegséget
Candida fajok okozzak. Szepszist emellett még kiilonb6z6 virusok is kivalthatnak. A sajtoban
egyre tobbet hallhatunk multirezisztens baktériumok megjelenésérdl, melyek esetében az
antibiotikum kezelés mar nem nyujthat védelmet. Igy a vilagszerte eléfordulo szeptikus
betegek szdma, valamin az antibiotikum kezelés jovobeni hatékonysaganak csokkenése miatt,
egyre siirgetdbbé valik egy ijabb, és hatékonyabb gydgymod megtalalasa (1-50).

A szepszis altalanos meghatarozasa

A szepszis a fertézések hatdsara megjelend koros mértékii szisztémas gyulladdsos
valaszreakci6, amely egyiitt jar az immunrendszer talzott miikodésével (1, 2). Azonban a
teljes szervezetre kiterjedd fokozott gyulladas lecsengése utan egy immunoldgiailag gyenge
allapot alakulhat ki, melyben a gyulladdsos folyamatok erdteljesen gatoltak. Ebben a
szakaszban a megjelend fertézések okozzak a beteg halalat (3-17). A szepszis a fentiekbol
adodoan valgjaban egy kétfazisu betegségnek tekinthetd, melynek az elsé szakaszéban
eroteljes szisztémas gyulladas, a masodik szakaszdban pedig a gyulladas gétlasa figyelhetd
meg. A szepszis elsd fazisdban a kovetkezd tiinetek jelennek meg: magas 14z (38,5 C felett),
forrd és szaraz bor, azonban eléfordulnak olyan esetek is, amikor a testhOmérséklet korosan
alacsony (35,5 C alatt). Emellett még megfigyelhetéek a kovetkezd szimptomak is,
nevezetesen: a szapora 1égzés (hiperventillacid), ami percenként tobb mint 20 1€gvételt jelent,
a pulzusszam 90/perc érték folé novekedése (tahikardia), az alacsony vérnyomas (hipotenzid)
és a fehérvérsejtek szamanak novekedése (leukocitozis, 12 000 sejt/mm3) vagy éppen
csOkkenése (leukopénia, 4000 sejt/mm3) (18, 19).

A sulyos szepszis és a szeptikus sokk tiinetei

A szepszis felbonthato két fiiggetlen korképre, a szeptikus sokkra és a sulyos szepszisre. A
kettd elhatdrolasa az alapjan torténik, hogy a fent felsorolt tiinetek mellett, milyen jellegzetes
tiinet fordul még eld. Igy szeptikus sokkrol akkor beszélink, ha acidézis, intravénds
folyadékpotlassal nem kezelhetd vérnyomascsokkenés, valamint csokkent hipoperfuzid
jelenik meg, azaz a keringési rendszer elégtelen miikodése all fenn. Sulyos szepszisrdl pedig
akkor beszéliink, ha akut tobb szervet érint6 elégtelenség jelenik meg (2). A halal utani
vizsgalatok soran kidertilt, hogy a haldlozasokat legnagyobb mértékben a tobb szerv egyiittes
mukodésének az elégtelensége okozza (51,5 %), mig a keringési rendszer elégtelensége a
halalozasok 35,3 %-arét felelds (20).



A szepszist kivalto mikroorganizmusok

A szepszis elsé szakasza kialakulhat elsddleges vagy - az egészségiigyi beavatkozasok
(mitétek) sordn megjelend - masodlagos fertézések hatdsara. Az esetek felében a
tidogyulladas a leggyakoribb oka, de a hasiiregi és a hugyuti fertézések soran is kialakulhat
(21-24). A fertézéseket a Gram-negativ (Escherichia coli, Klebsiella fajok, Pseudomonas
aeruginosa) a Gram-pozitiv (Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae) baktériumok
¢s gombak (Candida fajok) okozzak (23, 25). A Gram-negativ baktériumok a megbetegedések
62%-aért, a Gramm-pozitiv baktériumok a 47%-aért, a gombak a 19%-aért feleldsek (24).
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1. Abra A szepszis kivaltéo mikroorganizmusok szazalékos eloszlasa.

A PAMP és DAMP és a receptoraik

A fertézésekért a mikroorganizmusok konzervalt strukturdi, a patogén-asszocialt
molekularis mintazatok felelések (PAMP, pathogen-associated molecular pattern). Ilyen
példaul a Gram-negativ baktériumok endotoxinja, a lipopoliszacharid (LPS) vagy a Gram-
pozitiv baktériumok exotoxinjai, a teichonsav és a muramil peptid képes kivaltani szepszist. A
szepszist nemcsak a PAMP, hanem az gazdaszervezet szoveti sériilése soran felszabaduld
intracellularis molekuldk, az Ugynevezett sériilés-asszocialt molekuldris mintazat
komponensei (DAMP, damage associated molecular patterns) is kivalthatjak. A PAMP és a
DAMP a mintazat-felismerd receptorokhoz kapcsolodva (PRR, pattern recognition receptor)
fejtik ki a hatasukat. Ezeknek a receptoroknak négy f6 osztalyat kiilonithetjiik el, a Toll-like
receptorokat, a C-tipusti lektin receptorokat (C-type lectin receptors), a retinsavval
indukdlhaté gén 1-szerli receptorokat (retinoic acid inducible gene 1-like receptors) és a
nukleotidkotd — oligomerizacios — alegységnek tind  receptorokat  (nucleotide-binding
oligomerization domain-like receptors) (26).

A szepszist szabalyozo proinflammatorikus és antiinflammatorikus citokinek

A szepszis egy kétfazisti gyulladasos valaszreakcid, melyet a TLR mintazat-felismerd
receptorok aktivalasat kovetden termelddd citokinek szabalyoznak. Citokineket szamos
immunsejt (monocitak makrofagok, dendritikus sejtek, B- és T-limfocitak egyes altipusai) és
szerv (pl. tiid6, maj, 1ép, sziv) szekretalja (27-31). A citokinek rovid életidejii, de rendkiviil
mozgékony polipeptidek, melyek a szepszis hatdsos szabdlyozd anyagai. Kapcsolatot
teremtenek, illetve a kommunikaciot biztositjak az immunsejtek és a belsé szervek kozott,
azok mikodését meghatarozva. A citokinek esetében elkiilonitiink gyulladast kialakitd
proinflammatorikus, ¢és gyulladast csokkent6 antiinflammatorikus citokineket. A
proinflammatorikus citokinek kozé tartozik, a TNF-a (tumor necrosis factor-a), az IL-1B
(inetrleukin-1B) és az interleukin-6 (IL-6). A gyulladas gatlasat biztosito legfontosabb



antiinflammatorikus citokin az interleukin-10 (IL-10). A szepszis soran a proinflammatorikus
¢s antiinflammatorikus citokinek egyarant egy id6ben szekretalodnak, de aranyuk a
kérfolyamat elére haladasaval folyamatosan valtozik. Hatasuk attél fiigg, hogy a citokinek
mely tipusa van talsulyban. A proinflammatorikus citokinek talsulya, azokat a folyamatokat
inditja el, melyek a korokozok eltavolitdsdért és a szovetek, szervek karosodasaért is
felelosek. A gyulladast gatlo, antiinflammatorikus citokinek pedig eclésegitik a szovetek
regeneralodasat, és gatoljak a proinflammatorikus citokinek hatasat (32).

A szepszis, mint kétfazisu gyulladasos valaszreakcio

Mint mar emlitettem a szepszis egy kétfazisi betegségnek tekinthetd, hiszen egy
hiperinflammatorikus szakasszal kezdddik, amit egy hipoinflammatorikus szakasz kovet, ha a
beteg nem gyogyul meg, illetve ezek a szakaszok valtakoznak. A hiperinflammatorikus
szakaszban a proinflammatorikus citokinek tulzott termelésiiknek kdszonhetéen kialakitjak a
szepszis tiineteit, azaz tobb szerv funkcidja karosodhat a szerveket, szoveteket érintd
karosodasnak koszonhetden. A hipoinflammatorikus szakaszban, a vérben a gyulladast kivalto
citokinek szintje jelentés mértékben lecsokken, mig az antiinflammatorikus citokinek szintje
nem valtozik (10). igy a gyulladas gatolt. E16fordul azonban az is hogy a hipoinflammatorikus
szakaszban az antiinflammatorikus citokinek szekrécidja egyes szervekben lecsokken (3). A
szepszis két fazisat még az is elkiiloniti, hogy a hiperinflammatorikus szakaszban az
immunrendszer miikodése talzott, mig a hipoinflammatorikus szakaszban egy immun gyenge
allapot jelenik meg (3), ami a tovabbi fertézések megjelenéséhez vezethet, és a betegek
halalat okozhatja (12-15). A beteg korai halala bekovetkezhet a hiperinflammatorikus
szakaszban a tulzott gyulladasnak koszonhetéen, vagy a késéi halala a hipoinflammatorikus
szakaszban, nozokimidlis fertézések vagy a szervezetben régota jelen 1évo kevésbé virulens,
opportunista fajok vagy latens virusok ujraaktivaléodasanak koszonhetéen. A betegség
lefolyasa, az immunfolyamatok erdssége ¢és iddtartalma fligg a korokozoktol, az életkortol, a
fizikai allapottol, a tovabbi fertézésektdl €s az egyéni genetikai kiilonbségektdl. Ebbol
addédoéan a hiperinflammatorikus ¢és hipoinflammatorikus szakaszok eltér6 szamban
ismétlédhetnek meg, mikdzben a klinikai tiinetek er6sédnek vagy csékkennek, mig a beteg
meg nem gyogyul vagy meg nem hal (2. 4bra).
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2. abra A szepszis, mint egy kétfazisi gyulladasos valaszreakcié. A szepszis soran proinflammatorikus és
antiinflammatorikus folyamatok valtjdk egymést. igy kezdetben kialakul egy hiperinflammatorikus szakasz,
melyet késébb egy hipoinflammatorikus (immunhianyos) szakasz kovethet. A beteg korai halala bekovetkezhet a
hiperinflammatorikus szakaszban a talzott gyulladasnak koOszonhetéen, vagy a késéi haldla a
hipoinflammatorikus szakaszban, nozokimialis fertézések vagy a szervezetben eléforduld kevésbé virulens,
opportunista fajok vagy latens virusok ujraaktivalédasanak koszonhetden.



A tobbszervi diszfunkcios szindroma tiinetei

A szepszis hiperinflammatorikus szakaszaban a TNF-a és az IL-1p hatasara megjelenik a
stlyos szepszisre jellemzo tobbszervi diszfunkcios szindroma. Itt érdemes megemliteni, hogy
ha a szervek elégtelen miikodése, ha négynél tobb szervet érint, akkor a halalozas 85% folé
emelkedik. A szepszisben elhunyt betegek vizsgalata soran kideriilt, hogy a tobbszervi
diszfunkcio6 esetében az elvaltozasok legnagyobb részben a tiidot (89,8 %), kisebb mértékben
a veséket ¢és hugyutakat (60%), a gyomor-bél traktust (54%), a kardiovaszkularis rendszert
(53,6%), a majat (47,7%), a lépet (33,2%), a kozponti idegrendszert (18,7%) ¢és a
hasnyélmirigyet érintik (8,5%) (20).
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3. abra Posztmortem belsé szervi elvaltozasok szazalékos értékei a tobbszervi diszfunkciés szindroma
esetén.

A 1égzési rendszer esetében akut tiidégyulladas (ALI) vagy 1éguti distressz szindroma
(ARDS) alakul ki (33,36, 37). A keringési rendszert érint6 elvaltozas esetében pedig alacsony
vérnyomas vagy emelkedett szérum laktat szint jelenik meg (34). A fentiek mellett az agy és a
vese mikodése is gyakran karosodik. A kdzponti idegrendszeri zavarként, kabultsag jelenik
meg. Emellett megfigyelhetd a periférias idegek miikodési zavara (polineuropatia) (35),
melynek kovetkezményeként nem lesz megfeleld az agy és az izmok, a bor, a zsigerek vagy
az erek kozti kommunikécid, ami koordinacids zavarokhoz, fajdalomhoz, zsibbadashoz, és
érzéketlenséghez vezet. Az izommiikodési zavarok (miopatia) pedig izomgorcsoket, és az
izmok remegését okozzak (35). Az akut veseelégtelenségnek koszonhetéen pedig csokken a
vizelet mennyisége, valamint a szérum kreatinin szintje megemelkedik. A bélizmok
bénulasabol adodoan bélelzarodas (paralitikus ileusz) is bekovetkezhet.

Egyéb elvaltozasok a hiperinflammatorikus szakaszban

A sulyos szepszis szinte mindig egyiitt jar a disszeminalt intravaszkularis véralvadassal
(38), azaz a fibrin lerakddasaval az erekben, melyet a szoveti faktorok (transzmembran
glikoproteinek) valtanak ki. Szoveti faktorokat termelnek az aktivalt makrofagok az erek
belsé falat boritd endotél sejtek. Ezeknek a szdveti faktoroknak a termelését, és az erekben
végbemend véralvadast a proinflammatorikus citokinek serkentik (IL-1 B, TNF-a, IL-6) mig
az antiinflammatorikus citokin (pl.: IL-10) gatolja (39-41). A TNF-a példaul kivaltja az
endotél sejtek plazminogén aktivator inhibitor 1 (plasminogen activator inhibitor 1, PAI-1)
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termelését, ami a fibrinolizist gatolja, igy eldsegiti a véralvadast az erekben (41). Ugyanakkor
a természetes véralvadasgatlok (antitrombin) gatoljak a monocitak TNF-a termelését (42). A
véralvadas gatlasa pedig gatolja a proinflammatorikus citokinek termelését (43). Igy a
véralvadas és a proinflammatorikus és antiinflammatorikus citokineknek az aranya kozott
szoros Osszefiiggés all fent. Az intravaszkularis véralvadashoz hozzajarul még az
antikoagulans mechanizmusok csokkenése, ami magaban foglalja a protein C rendszer és az
antitrombin csokkent miikodését, valamint a fibrinolitikus rendszer zavarat (38). Ezek mellett
a vérben megemelkedik a maj karosodasat jelz0 aminotranszferazok (alanin transzaminaz,
aszpartat transzamindz) szintje, valamint a vérlemezke szam lecsokken (trombocitopénia). A
megvaltozott glikémias szabalyzas, és a mellékvesék diszfunkcioja is megfigyelhetd. A tiroid,
pajzsmirigy hormonok szintje a szérumban lecsokken (eutireoid betegség szindroma) (44).

A halal okai a hiperinflammatorikus szakaszban

A sulyos szepszis sordn a szervek nem megfelelé mitkodéséért a legnagyobb mértékben a
szervek nem megfeleld oxigén és tapanyag ellatasa tehetd feleldssé. Ezekért a kovetkezd
tiinetek egyiittesen felelések: az alacsony vérnyomas, a mikro erek trombozisa
(intravaszkularis disszeminalt koagulaci6), a vaszkularis endotélium sériilésébol adodoan a
szubkutan teriileteken és a testliregekben megjelend 6démak és az akut léguti distressz
szindroma (45). A nem megfeleld oxigén ellatas ugyanakkor kivaltja a mitokondriumok
szabadgyok termelését is (46), amely a mitokondriumok mitkodésének, energiatermelésének
tovabbi csokkenéséhez, a mitokondrialis haldzat karosodasahoz, és a mitokondrialis
energiaellatas csokkenéséhez vezet. Annak ellenére, hogy a szeptikus betegek posztmortern
vizsgalata soran megjelennek az apoptozis és nekrozis tiinetei is (47, 48), mégsem a sejthalal
okozza a szervek milkodésének a leallasat (4). Egy 0j tedria alapjan a sejtek ugymond
hibernaldédnak a szepszis soran, és ez okozza a szervek mukodésének a lealldsat és a halalt
(49, 50).

A szepszis hipoinflammatorikus szakasza

Abban az esetben, ha a szeptikus beteg taléli a kezdeti hiperinflammatorikus szakaszt, de
nem gyogyul meg, belép egy hipoinflammatorikus szakaszba, melyben a gyulladast gatlo
folyamatok erésddnek fel. Ez abbol adddik, hogy az immunsejtek (monocitdk, makrofagok),
¢és a belsé szervek (pl.: tiidd, 1ép) proinflammatorikus citokin termelése lecsokken (3, 9-11).
Emellett megjelennek a fagocitak szoveti karosodasokat csokkentd gyulladast gatlo alakjai is
(3), valamint a gyulladas csokkentésében részt vevé regulacios T-sejtek és a mieloid eredetii
szupresszor sejtek szama megnovekszik. A gyulladast neuralis mechanizmusok is
csokkenthetik (16). llyen az ugynevezett ideggyulladasos reflex, mely soran noradrenalin
szabadul fel a 1épben, ami a CD4" T sejtek egy csoportjanak acetilkolin termelését valtja ki.
Az acetilkolin a makrofagok receptoraihoz (a7 kolinerg) kapcsolodva, elnyomja a gyulladas
kialakitasaban elengedhetetlen proinflammatorikus (IL-1B, TNF-a) citokinek termelését (17).
Ebben a fazisban az immunmiikddés nemcsak, hogy nem all helyre, hanem egy immungyenge
allapot alakul ki, amelyért az immunsejtek (CD4" Thl és Th2, CDS8" citotoxikus T-sejt,
dendritikus sejt) megndvekedett apoptozisa, csokkent aktivitaisuk és a szervek
immunszupresszans jelatviteli folyamatainak a feler6sodése felelds (3-8).

A halal okai a hipoinflammatorikus szakaszban

A gyulladast gatld folyamatoknak a feler6sodésébdl és az immunrendszer gyengeségebol
adodik, hogy a szervezetben -eléfordulo kevésbé virulens ¢és opportunista fajok
(Stenotrophomonas spp, Acinetobacter spp, Enterococus spp, Pseudomonas spp és Candida
spp) (12, 13), valamint az ujra aktivalodott latens virusok (Cytomegalovirus, Herpes simplex
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virus) (14, 15) ujabb fert6zéseket alakitanak ki. Ebben a szakaszban nemcsak a magaban a
szervezetben régota jelen 1évé korokozok erésodhetnek fel, hanem a korhazban eléforduld
mikroorganizmusok is masodlagos fertdzéseket alakithatnak ki. Ez az jabb fert6zés fog
elvezetni a beteg halalaig. A szervek miikodésének leallasaért szintén nem az apoptozis vagy
a nekrozis felelds, hanem a sejtek miitkddésének leallasa, hibernalddasa.

A fentiekb6l adodoan a szepszis nem egy egyszeri kétfazisu modell, mivel a betegség
lefolyasa, az immunfolyamatok erdssége és idétartalma fligg a korokozoktol, az életkortdl, a
fizikai allapottol, a tovabbi fertézésektol, illetve az egyéni genetikai kiilonbségektél. Ebbdl
kovetkezden a hiperinflammatorikus és hipoinflammatorikus szakaszok eltéré szamban
ismétlédhetnek meg, mikdzben a klinikai tliinetek er6sddnek vagy csokkennek.

A Toll-like receptor 4

A Toll-like receptorok altalanos jellemzoi

Mint mar a fentiekben emlitettem a szepszis kivaltjadk az immunsejtek valamint a szervek
mintazatfelismerd Toll-like receptoraihoz (TLR) kapcsoldédd patogén-asszocialt molekularis
mintazatok. A Toll-like receptorok I-es tipust transzmembran fehérjék, amelyeknek C-
terminalis vége intracellularisan, mig N-terminalis vége extracellularisan helyezkedik el, és
koztik egy transzmembran régio taldlhatd. Az extracelluldris rész leucinben gazdag
ismétlodéseket tartalmaz, mely felelés a PAMP felismeréséért. Az intracellularis résziik
rendelkezik a toll-interleukin 1 receptor (TIR) alegységgel, mely a jelatvitelt szabalyozza
(51). A Toll-like receptor (TLR) csalad tagjai a természetes immunrendszer sejtjeinek (pl.:
monocitak, makrofagok, dendritikus sejtek) proinflammatorikus citokin, kemokin és
kostimulator molekulainak expressziojat valtjak ki (52). A citokinek, a kostimulatorok és az
antigén prezentaciojuk mellett az adaptiv immunvalasz iranyat hatarozzak meg. A Toll-like
receptorok kiilonbozéképpen expresszalodnak kiilonbozé sejteken. Igy példaul tobb ezer
molekula talalhaté a monocita sejteken, és csak par szaz a dendritikus sejteken (53). A TLR
csaladnak jelenleg 10 human, 12 egerekben (51) megtalalhato receptora ismert. A TLR1-9
receptor konzervalt mind a két fajban. A TLR10 egerekben, mig a TLR11, a TLR12 ¢és a
TLR13 az emberekben nem talalhato meg (51). Az eltér6 TLR receptorokhoz eltérd
mikrobialis (baktérium, virus, parazita, gomba), exogén eredetli ligandok kotédnek (51, 54,
55, 52, 56, 57) (4. abra). A TLR1, a TLR2, a TLR4-6 és a TLR11 receptorok a sejtfelszinen
helyezkednek el, és a mikrobialis membran komponenseket ismerik fel (51), mig a TLR3, a
TLR7, a TLR8 ¢és a TLR9 receptorok az intracellularis vezikulumokban foglalnak helyet
(endoplazmatikus retikulum, endoszéma, lizoszoma, endolizoszéma) és kiilonb6zo
mikrobialis nukleinsavakat ismernek fel (51).

TLR | elhelyezkedés exogén ligandok

TLRI sejfelszin peptidoglikan
TIR? sejfelszin Gram-pozitiv bgkteu_umok peptidoglikanja és
lipoteichonsava

intracellularis

TLR3 . viralis duplaszali RNS
vezikulum
Gram-negativ baktériumok lipopoliszacharidja (LPS),
TLR4 sejfelszin Respiratory syncytial virus fiziés fehérjéje,
Streptococcus pneumoniae pneumolizinje
TLRS sejfelszin bakterialis flagellin
TLRG6 sejfelszin bakteridlis lipopeptidek
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TLR | elhelyezkedés exogén ligandok
TLR7 mtra;ellulam viralis egyszali RNS, imidazoquinolin szarmazékok
vezikulum
intracellularis - . . .
TLRS vezikulum viralis RNS guaninban gazdag oligonukleotidjai
intracellularis viralis és bakterialis DNS nem metilalt CpG
TLR9 . , .
vezikulum motivumai
TLRI11 sejfelszin flagellin, profilin
TLRI12 sejfelszin profilin

4. abra Toll-like receptorok exogén ligandjai. A Toll-like receptor csaladba jelenleg 13 receptor tartozik,
melyek eltérd exogén ligandok hatdsara aktivalédnak.

A Toll-like receptorok nemcsak exogén ligandokat ismernek fel, hanem a szévetek sériilésekor
felszabaduldo endogén, intracellularis sejtalkotorészeket is, amelyek fertézés hianyaban is
immunvalaszt valtanak ki. Ez utobbinak a célja természetesen a szdvetek regenerdldsa és a
sériilt sejttormelék eltavolitasa, de emellett kivalthatnak autoimmun folyamatokat is (58).
Példaul a TLR4 receptor endogén ligandjai kozé tartozik az extracellularis matrix sériilésekor,
lebontasakor felszabadulo fibronektin és a hialuronsav. Az extracellularis matrix sériilése pedig a
szepszis egyik velejarodja.

A Toll-like receptor 4 jellemzéi

A TLR4 megtalalhato kiillonboz6 immunsejteken, monocitakon, makrofagokon,
dendritikus sejteken, garnaulocitdkon, CD4" T-sejteken, CD8" T-sejteken és kis mértékben B
limfocitakon. TLR4 receptorral talalkozunk még tiid6, 1ép, maj és szivizom sejtjein, a
csontszovetben, a simaizomsejteken, az epitelialis sejteken, az endotelialis sejteken valamint a
periférias idegsejteken (59-66). A TLR4 receptor egyik exogén ligandja a Gram-negativ
baktériumok lipopoliszacharidja (LPS), mely a receptorhoz kapcsolodva kivaltja a szepszis
tineteinek a megjelenését (67), a gyulladasos citokinek, kemokinek szekréciojat, a
szabadgyokok termelését és akar az apoptozist is.

A Gram-negativ LPS szerkezete

A szepszist kivalthatja a Gram-negativ taxonban trartozé Escherichia coli patogén-
asszocialt molekularis mintazata, azaz az LPS vegyiilete is. A Gram-negativ taxonban
eléforduld baktérium fajok eltérd felépitésii lipopoliszachariddal (LPS) rendelkeznek, igy az
LPS szerkezete egyaltalan nem tekinthet6 egységesnek. A Gram-negativ baktériumok sejtfalat
egy vékony peptidoglikan réteg alkotja, ezen kiviil talalhaté a kiils6 membran. Az LPS a
kiils6 membranban helyezkedik el, és sejtbdl kifelé tekint (5. A abra). A kémiai szerkezet és
biologiai aktivitas tekintetében az LPS harom részre oszthato, az els6 rész az A-lipid, a
masodik egy rovid és nem-ismétlédo oligoszacharid mag, a harmadik pedig egy disztalis
poliszacharid (O specifikus lanc). A LPS-t a kiils6 membranhoz az A-lipid kapcsolja (5. B
abra) (68-70).
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5. abra. A Gram-negativ baktériumok sejtfal és LPS szerkezete. A sejtfal kiils6 membranjaban helyezkedik
el a lipopoliszacharid (LPS) molekula. A kiilsé membranhoz az A-lipid kapcsolja (B). Az Enterobacteriaceae
csaladban a lipopoliszacharid (LPS) harom részre tagolhatd, az O-sepcifikus lancra, a magra és az A-lipidre (A).
Az O-specifikus lanc egyes fajok esetében hianyzik. A poliszacharid mag, a kdzponti heterooligoszacharid régio,
feloszthato egy kiils6 és egy belsé magra, de szerkezeti kiilonbségek csak a kiilsé magra jellemzéek. Az A-lipid
az LPS meglehetésen konzervativ része, amely felépitését tekintve nagy variabilitassal rendelkezik a térzsek és a
fajok kozott. Maga az A-lipid felelds az LPS endotoxikus hatasaért.

Az O-specifikus lanc felépitése

Az O-specifikus lanc egy oligoszacharid polimer, amelyet ismétl6d6 egységek alkotnak
(5. B abra). Az ismétlddo egységeket gliikoz (Glu), ramnéz (Ram), mann6z (Man) és galaktoz
(Gal) épiti fel. Ezeknek az ismétlodd egységeknek a szama egytdl nyolcig terjedhet. Egy
szerotipuson beliil, az ismétlodé egységek torzsenként kiilonboznek. Ez azt jelenti, hogy
kiilonbozik a monoszacharidok sorrendje, a kozottikk 1évé kotés tipusa vagy az, ahogy a
monoszacharidok egymast helyettesitik (69).

A poliszacharid mag felépitése

A poliszacharid mag a kdzponti heterooligoszaharid régid, amely feloszthato egy kiils6 és
egy belsd magra (5. B abra). Az O-specifikus lanccal ellentétben a mag szerkezetileg
egysegesebb. A szerkezeti kiilonbségek elsOsorban a kiilsé mag régidjaban figyelhetok meg.
A belsé mag jol konzervalt a Gram-negativ taxonban. A kiilonb6z6 E. Coli szerotipusoknal a
kiils6 mag koz0s hexdzokat tartalmaz, mint a D-gliikkéz (Glu), a D-galaktoz (Gal) és az N-
acetil-D-gliik6zamin (NAG) (69). A belsé mag jellegzetes LPS specifikus Osszetevoket
tartalmaz, ilyen a 2- keto-3-dezoxi-oktanoilsav (KDO) és a heptoz (Hep). Az utdbbi foként L-
glicero-D-manno konfiguracioban fordul el6. A heptozt és 2-keto-3-dezoxi-oktanoilsavat
toltéssel rendelkezd csoportok helyettesithetik, mint a foszfat, a pirofoszfat, a 2-
aminoetilfoszfat, a 2-aminoetilpirofoszfat csoport vagy az etanolamin. Ezek a toltott
csoportok a beld magban negativ toltésii agglomeratumokat alkotnak, ami a sejt felszinének
kornyezetében kétértékli kationok (Ca2+, Mgz+) felhalmozodéasdhoz vezet. Ez a jelenség
azonban élettani jelentdséggel is bir, hiszen a kationok a kiils6 membran szerkezeti és
miikodésbéli  épségének fenntartdsdhoz jarulnak hozza (69). A kisérleteink soran
megfigyeltiik, hogy intraperitonealis LPS-el kezelt egerek majsejtjeinek sejtszerveit és a
citopolazmat nem lehetett megfeleléen elvalasztani. Ennek hatterében a sejt membran
szerkezetének a megvaltozasa, valamint az extracellularis matrix karosodésa alhatott.
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Az A-lipid felépitése

Az A-lipid felelés a Gram-negativ baktériumok patofiziologids hatasaért (5. adbra B).
A Gram-negativ baktériumok tobbségében az A-lipid szacharid gerincét két glilkdzamin
egyseég alkotja, melyek B (I— 6) glikozidos kotéssel kapcsolddnak Gssze. A gliikozaminok
aminocsoportjait (2 és 2 ' -helyzetben) és a hidroxil-csoportjait (3 és 3 '-helyzetben) altalaban
3-hidroxizsirsavak helyettesitik, ami leggyakrabban a 3-hidroxitetradekansav (1. abra). A
hidroxisavakkal altalaban észter kotést alakitanak ki az el nem elagazo és telitett zsirsavaknak
a hidroxilcsoportjan keresztiil. Ilyen zsirsav lehet a mirisztinsav (tetradekansav, 14:00) és a
laurinsav (dodekansav, 12:00), vagy ezeknek a hidroxilalt szarmazékai, mint példaul a cisz-
11-oktadekénsav (Rhodospirillum salinarum), a 3-hidroxi-5-dodekénsav (Phenylobacterium
immobil) és az izo-2,3-dihidroxitetradekansav (Legionella pneumophila). Az A-lipid az
endotoxinok allandé alkotorészeként szerkezeti kiilonbségekkel is rendelkezik a fajok és a
torzsek kozott. Igy az A-lipid felépitésében kiilonboz6 tipusi amino-cukrok is részt vehetnek.
Ugyanakkor az A-lipid diszacharid részéhez kapcsolodd zsirsavakat, foszfat-csoportokat
¢s/vagy az etanol-amint is kiilonb6z6 vegyiiletek, csoportok helyettesithetik. Az A-lipidet
felépitd zsirsavak tipusat, mennyiségét és eloszlasat illetden is vannak eltérések. Egyes
baktériumok esetében az A-lipid szacharid gerincét a gliikkdozamintol eltéré cukrok is
alkothatjak, mint példaul a 2,3-diamino-2,3-didezoxi-D-gliikk6z. Ezekhez a cukor részekhez
nemcsak foszfat-csoportok ¢€s etanol-amin kapcsoldodhat, hanem [-mannopiranéz, 4-
aminoarabinoz, galakturonsav és a glicin. Az A-lipid az endotoxin konzervativ része, amely
felelds a LPS molekula biologiai aktivitdsdért. A lipopoliszacharidot a Gram-negativ
baktériumok szinte levedlik, melyek ezt kovetéen mar kit tudjak fejteni a hatdsukat a TLR4
receptorra, ¢s kivaltjak a gyulladast. (69, 70).

A makrofagok aktivaciéja

A makrofagok altalanos jellemz6i

A szervezetbe juté LPS vegyiilettel kezdetben a természetes immunrendszer sejtjei k6zé
tartozo monocitak, makrofagok talalkoznak. A természetes immunrendszer sejtjei (monocitak,
makrofagok, dendritikus sejtek, természetes 616 sejtek) a kiiltakard utan a szervezet elsddleges
védelmi vonalat alkotjdk a kérokozokkal és a karositdo behatdsokkal szemben. A monocitak
10-15 um atmérdjii, bab alaku sejtmaggal rendelkezd sejtek, melyek jelentds szamu faldsejt
vakuolummal és dus citoszkeletalis halozattal rendelkeznek. A monocitak a promonocitakbol
alakulnak ki a vérben. A promonocitdk pedig a csontveld mieloid progenitor sejtekbdl
differencialodnak  citokinek (GM-CSF, M-CSF, IL-3) hatasara. A  monocitak
megnagyobbodott szdveti lokalizalt formai a makrofagok, melyek minden szervben és
kotészovetben eléfordulnak, és elnevezésik ennek megfeleléen eltéré lehet. A
mikrogliasejtek a kozponti idegrendszer, a Kupffer sejtek a maj, az alveolaris makrofagok a
tiidé makrofagjai. A monocita, makrofag sejtek a nem fajlagos (természetes) immunvalasz
részeseiként kozponti szerepet jatszanak a fajlagos (adaptiv) immunvalasz kialakitdsdban. F6
feladatuk a fagocitézis €s egyes bioldgiailag aktiv molekuldk (pl. citokinek, novekedési
faktorok, kemokinek, komplement fehérjék, kostimulatorok) bioszintézise. Jelentds szerepiik
van az antigén bemutatasban és a sejtkdzvetitett immunvalaszban, mint effektor sejtek (71).

A makrofagok aktivacidjanak tipusai

A makrofagoknak az M1 és M2 tipust aktivaciojat kiilonboztetjiik meg. Az M1 tipust
makrofagok kozé tartoznak a  klasszikusan aktivalodott makrofagok, melyek
proinflammatorikus citokin termelésiikkel kivaltjak a gyulladast, és hozzajarulnak a szovetek
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¢és az extracellularis matrix karosodasahoz (72). Az M2 tipusi makrofagok részt vesznek az
extracellularis matrix felépitésében, és a megnovekedett antiinflammatorikus citokin
termelésiiknek koszonhetéen csokkentik a gyulladast (72-74). A szepszis immunszupresszans
szakaszaban megjelennek olyan makrofagok, melyek az LPS kezelés hatasara szinte alig
termelnek proinflammatorikus citokineket, emellett nem valtjak ki a CD4" Thl T-sejtek
osztodasat, aktivaciojat és az IFN gamma termelését, melyek a makrofagok klasszikus
aktivaciojat, és citokin termelését fokozzak (75).

A Klasszikusan aktivalodott M1 tipusit makrofigok

A klasszikus aktivacibhoz ©nmagaban is elegendd a Gram-negativ baktériumok
lipopoliszacharidja (LPS). Az LPS indukalta sejtek citokin termelését azonban tovabb fokozza
IFNy receptorhoz kapcsolodo interferony (IFNy) (76, 77). Az IFNy egymaga azonban nem
biztositja a makrofagok aktivacidjat (78). A makrofagok alakja és szekrécidja jelentdsen
megvaltozik az aktivalast kovetden (6. abra). Az aktivalt makrofagok térfogata megnovekszik,
valamint nagy mennyiségben termelnek proinflammatorikus (IL-1B, TNF-a, IL-12)
citokineket, kemokineket, reaktiv oxigén (ROS) és nitrogén fajtakat (NO). Emellett szinte
elhanyagolhatd6 mennyiségben szekretalnak antiinflammatorikus, 1L-10 citokint (79-82). A
Gram-negativ baktériumok és komponenseinek a felvétele fagocitozissal (83) torténik a sejt
lizoszomaiban, ahol szamos enzim (katepszin) vesz részt a feldolgozasaban (84). A patogének
¢és toxinjaik feldolgozasa soran kapott antigéneket a makrofagok az MHCII sejtfelszini
receptoraik segitségével prezentaljak legfoképpen a CD4" Thl sejteknek (85), a B7 csaladba
tartozo6 kostimulatoraik (CD86) segitségével. A makrofagok az antigén prezentacio mellett, az
IL-12 szekrécidjukkal kivaltjdAk a CD4" Thl sejtek aktivaciojat (86). A Thl sejtek ezt
kovetden kiilonbozo citokineket (IFNy, 1L-12, IL-2 és TNFp) szekretalnak (81, 87), melyek
koziil az IFNy a makrofagok aktivacigjat, citokin termelését tovabb fokozza. A makrofagok
altal szekretalt kemokinek a sériilés helyére vonzzdk a Thl tipust sejtes immunvalaszban
részt vevl a korokozok, patogén eltavolitasért felelés effektor sejteket (neutrofil
granulocitakat, az éretlen dendritikus sejteket, a természetes 616 sejteket, és az aktivalt CD8"
citotoxikus T sejteket). (71, 82). A klasszikusan aktivalt makrofagok proteolitikus enzimeket
is szekretdlnak, melyek az extracelluldris matrixot felépitd kollagén, fibronektin és elasztin
lebontasat végzik (88-90).

6. abra Az aktivalt makrofag. A makrofagoknak az aktivacioja soran a megndvekszik a térfogata, mikzben
nyulvanyokat ndvesztenek.

Az IgG komplex aktivalta M2 tipusu makrofagok

A makrofagok M2 tipusu aktivacidjaért szamos stimulus tehetd feleldssé. Kozéjiik tartozik
az 1gG komplex, 1L4 vagy a gliikokortikoidok. Az IgG komplex megjelenését kismértékben
kivaltjak a klasszikusan aktivalt makrofagok is, valamint az LPS 6nmagaban is a B-limfocitak
TLR4 receptorahoz kapcsolodva (91, 92). Az 1gG komplex az LPS és az IFN-y aktivalt
makrofagok Fcy receptoraihoz (FcyR) kapcsolodik, és szinte teljesen lecsokkenti a

crcr

16



szignifikinsan megnoveli (79-81). Ezek a makrofiagok ezt kdvetéen mar a CD4™ Th2 T-
limfocitiknak prezentaljak az antigént. A CD4" Th2 T-sejtek a makrofagok IL-10
IL-10, IL-5, IL-6, IL-13). Ezen citokinek koziil az 1L-4 a plazmasejtek IgG termelését valtja
ki, mikdzben a Thl sejtek IFNy szekréciojat gatolja (71, 93). Az IgG komplex aktivalta
makrofagok ¢és a Th2 sejtek altal termelt IL-10 pedig lecsokkenti a makrofagok
sejtfelszini molekulak és a B7 kostimulatorok mennyiségének a csokkentésével (94-97).

A C57BL/6 egerekben az LPS hatasara a makrofagok klasszikus aktivaciojarol és a Thl
tipusu sejtes immunvalaszrol beszélink. Ugyanakkor az egerekben az LPS hatasara a
klasszikusan aktivalt makrofagok joval nagyobb mennyiségben vannak jelen, mint az IgG
komplex aktivalta makrofagok. Ez egyrészt abbol adodik, hogy az LPS kismértékben valtja ki
a plazmasejtek IgG termelését, a B sejtek TLR4 receptorahoz kapcsolodva, masrészt abbol is,
hogy a klasszikusan aktivalt makrofagok is csak kis mértékben valtjak ki a plazmasejtek IgG
termelését. Ezt igazoljak azok a publikaciok is, melyek arrdl szamolnak be, hogy a Gram-
negativ baktériumok lipopoliszacharidja a C57BL/6 egerekben foként a makrofagok
klasszikus aktivaciojaért és a sejtes immunvalasz kialakitasaért felelds (71, 98, 79-81).

Az IL-4 aktivadlta M2 tipusu makrofigok

A szepszis hiperinflammatorikus, gyogyuldo szakaszaban megjelenhetnek olyan
makrofagok, melyek aktivaciojaért az I1L-4 vagy gliikokortikoidok felelések. Természetesen
itt mar nincsen jelen az LPS. Az IL-4 ¢és gliikokortikoiddal aktivalt makrofagok nem
termelnek az oxidativ stresszhez hozzajaruld nitrogén monoxid gyokot (99) valamint a
gyulladds csokkentésében részt vevd IL-10-et, mikdzben IL-1 receptor antagonistat
szekretdlnak. Emellett gatoljdk a CD4" T-limfocitak osztodasit és citokin termelését (100),
melyek az adaptiv immunvalasz iranyat hatarozzak meg. Emellett részt vesznek az
extracellularis matrix felépitésében, mivel a matrixot felépitd fibronektint, és matrixhoz
kapcsolodo fehérjéket termelnek (BIG-H3) (101-103).

Az LPS inszenzitiv makrofagok

LPS inszenzitiv makrofagok, a szepszis hipoinflammatorikus szakaszaban jelennek meg,
abban az esetben, amikor az eltilzott gyulladast nem koveti gyogyulas. Ezeknek a
makrofagoknak az LPS érzékenysége jelentdsen lecsokken, mivel az LPS kezelés hatasara
szinte alig szekretalnak proinflammatorikus citokineket (TNF-a, IL-1B). Valamint nem
valtjak ki a CD4 T-sejtek osztodasat, aktivaciojat és IFN gamma termelését, azaz Thl tipust
adaptiv immunvalaszt (75).

A klasszikusan aktivalodott makrofagok jelatvitele

A szervezetbe juté LPS a véraramban kapcsolodik az oldott allapotban 1évé LPS kotd
fehérjéhez (LPS biding protein, LBP). Az LBP/LPS komplex ezt kovetden kapcsolodik a
plazmamembran glikozilfoszfatidilinozitoljahoz kihorgonyzott CD14 receptorhoz (104). A
CD14 elosegiti LPS atvitelét a TLR4/MD-2 komplexre (105, 106). A TLR4 receptor az LPS
kapcsolodasat kovetéen oligomerizalodik, és Toll-interleukin-1 (TIR) intracellularis
alegységéhez TIR alegységet tartalmazo fehérjék kapcsolodnak (MYD88, TIRAP, TRIF,
TRAM). fgy a TLR4 jelatvitele esetében elkiilonitjik a MyD88-fiiggd és a MyD88-fiiggetlen
(TRIF-fiiggd) utvonalat. A MyD88-fiiggd titvonalon torténik az NF-kB korai és MAP kinazok
aktivacioja, aminek koszonhetéen megindul a gyulladasos citokinek expresszidja. A MyD88-
fiiggetlen itvonal az NF-xB kés6i valamint a MAPK tagjainak aktivacidjaért, a gyulladasos
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TLR4 receptorhoz kapcsoloddo MyD88-fliggd ¢s MyD88-fiiggetlen tutvonalat, az utvonal
szamos pontjan tobb gatld faktor is szabalyozza. Valosziniileg ezeknek a faktoroknak a
feler6sodott hatasanak koszonhetd az LPS inszenzitiv makrofagok megjelenése az
immungyenge szakaszban (108).
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gyulladasos citokinek

7. abra A MyD88-fiiggé és a MyD88-fiiggetlen utvonal. A MyD88-fiiggd utvonal felelés az NF-«B korai
valamint a MAPK tagjainak aktivaciojaért, és a gyulladasos citokinek expressziojat. A MyD88-fiiggetlen
utvonal, pedig az NF-kB kés6i aktivaciojaért, a MAPK tagjainak aktivacidjaért, a gyulladasos citokinek

A MyDB88-fiigg6 titvonal

A TLR4 TIR alegységéhez eldszor TIRAP fehérje, majd késobb a MyD88 fehérje a TIR
alegységén keresztiil kapcsolddik (8. abra). A MyD88 halal alegységéhez az IL-1 receptor-
asszocialt kinazok 4 (IRAK4) kapcsolédik. Majd a TIRAP/MyD88/IRAK4 komplexhez
kapcsolodik az IL-1 receptor-asszocialt kinaz 1 (IRAK1). Az IRAK4 kinaz ezt kovetden
foszforilalja, és igy aktivalja az IRAK1 kindzt, ami ezt kdvetden levalik a komplexrdl és
kapcsolodik a TRAF6 fehérjéhez, és aktivalja azt. Az IRAK1 és IRAK4 kozben foszforildlja a
Pellino (E3 unbiquitin ligaz) fehérjét is, mely a TRAF6 fehérjéhez kapcsolodik, és a TRAF6
fehérjét ubiquitinalja. A TRAF6 poliubiquitinalja a hozza kapcsoloddo IRAK1 és sajat 63-as
helyzetii lizinjeit (K63). Ezt kovetéen a TRAF6/IRAK1/Pellino komplexhez kapcsolodik a
TAK-TAB komplex (TAK1, TAB1, TAB2) a TABI1 és TAB2 szabalyoz6 elemek ubiqutin
koto alegységén keresztiil. Emellett a TRAF6/IRAK1/Pellino komplexhez kapcsolodik még
az IKK komplex (IKKa, IKKB, NEMO) is a NEMO (IKKYy) szabalyoz6 alegységen talalhatod
ubiqutin koté alegységén keresztiil. Az IKK komplexben az IKK a és B rendelkezik kinaz
aktivitassal. Emellett a TRAF 6 fehérjéhez az Ubc13 és UevlA enzimek is kapcsolodnak. A
TAK-TAB komplex kapcsolodasat kovetden a TAKL aktivalodik és foszforildlja az IKK
komplex IKKp alegységét, ami foszforilalja a citoplazmaban az NF-«xB transzkripcios faktort
és a hozza kapcsolodo az IkBa gatlo alegységet is. Az kB gatlo alegység a foszforilacidja
utan levalik, unbiquitinalodik és a proteoszomakban degradalodik. Az NF-xB ezt kdvetden a
sejtmagba helyezddik at, és a génexpressziot szabalyozza (108, 109, 112). A MyD88 tutvonal
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az NF-xB korai aktivacigjat biztositja. A MyD88 utvonalon a TAK1 foszforilalja és aktivalja
a MAPK (mitogen activated protein kinase) kaszkad tagjait (ERK1, ERK2, JNK, p38) (108,
109).

NF-xB korai aktivacidja

@® foszforilalt oldallancok @® poliubiquitinalt Lys63

8. abra A MyD88-fiiggé titvonal. A TLR 4 receptorhoz kapcsolodd LPS kivaltja a TIRAP, MyD88 az IRAK4
¢és az IRAK1 kapcsolodasat. Az IRAK1L ezt kovetden foszforilalodik, majd levalik és komplexet alkot a TAB-
TAK (TAKI, TAB1/2) és IKK (NEMO, IKKa, IKKB) komplexekkel és Pellino fehérjével. A TRAF 6
fehérjéhez kapcsolodik még az Ubc 13 és Uev 1A enzim is. A TAKL1 foszforilalja a MAPK tagjait (ERK1/2,
INK, p38), valamint az IKK komplexet felépité IKKp kinazt. Az IKKp pedig foszforilalja az NF-kB (p50/p65)
transzkripcids faktort és a transzkripcios faktorhoz kapesolddo IkBa gatld alegységet.

A MyD88-fiiggetlen, TRIF-fiiggé utvonal

A TLR4/MD2/LPS komplex a kés6bbiekben dinamin-fiiggd endocitozissal endoszomakba
keriil, ahol a TLR4 a TRIF és a TRAM fehérjékkel komplexet alkot (7. abra). A TRIF ezt
kovetden toborozza a TRAF6 fehérjét, amelyhez kapcsolodik az IKK és a TAB-TAK
komplex is, igy aktivalodik az NF-kB transzkripcios faktort és a MAP kinazok is. A MyD88-
fiiggetlen utvonalon az NF-xB késbi aktivacioja torténik. A TRIF fehérjéhez (a RIP1
homotipikus interakcios alegységén keresztiil) kapcsolodik még a RIP1, a TRADD ¢és a
Pellino-1 fehérje is. A RIP1 kapcsolodasat kovetdéen a 63. helyzetii lizin aminosavan
ubiquitinalodik. Ez utobbi folyamat ugyanakkor a mar 1étez6 NF-«xB aktivaciojat és a TRADD
fehérje jelenlétét igényli. Ezt kovetéen TRIF/RIPL/TRADD/Pellinol komplex szintén
aktivalja a TAK-TAB komplexben 1év6 TAKI kinazt, ami a MyD88 fiiggé utvonalhoz
hasonloan foszforilalja az IKK komplex IKKP alegységét, igy aktivalja az NF-«xB
transzkripcios faktort. Valamint a TAKL ezen az utvonalon is aktivalja a MAP kinazokat
(108). A MyD88-fiiggd utvonal sokkal korabban aktivalodik, mint a TRIF-fiiggd utvonal, de
mindkét utvonal sziikséges az NF-kB kanonikus és a MAP kinazok (ERK, JNK, p38)
aktivacidjahoz és gyulladast kivalto citokinek expressziojahoz (108).

Az NF-kB transzkripcios faktor

Az NF-«B transzkripcios faktor a MyD88-fiiggd és MyD8&8-fiiggetlen utvonalon egyarant
aktivalodik (106). A MyD88-fiiggd titvonal esetében a korai a MyD88-fiiggetlen utvonal
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esetében az NF-«kB késoi kanonikus aktivaciojarol beszéliink (109) (6. abra). Az NF-xB dimer
szerkezetli. A dimerek felépitésében a Rel csalad tagjai (p50, p52, p65, c-Rel, RelB) vesznek
részt, melyek mind rendelkeznek Rel homoldg alegységgel (Rel homology domain, RHD),
amin keresztiil kapcsolodva homodimereket vagy heterodimereket hoznak 1étre (109, 110). A
klasszikus p50/p65 heterodimerekbdl allo NF-kB transzkripcids faktor a citoszolban az IkBa
gatlo alegységhez kapcsolodik. Az IxBa alegységet a foszforilalt IKKP kindz foszforilalja
(108). A foszforilacio utan az IkB levalik a dimerekrdl, ubiquitinalodik és a proteoszomakban
degradalodik (7. abra) (108). Ezt kovetden maguk az NF-kB dimerek is foszforilalddnak. Az
NF-kB p65 alegység az NF-kB csalad legnagyobb transzkripcids aktivitassal rendelkezd
tagja, mely 12 helyen foszforilalodhat (111). A foszforilacioé helye meghatarozza, hogy a p65
alegység, milyen a gének atirasat gatlo vagy serkenté kofaktorokkal miikodhet egyiitt (111).
Az NF-kB p65 Serb36 aminosavat szintén a foszorilalt IKKP foszforilalja (112), ez a
foszforilacio pedig a TNF-a, IL-1p és az IL-6 tarnszkripcigjat biztositja (111). Az NF-xB p65
aktivaciojahoz sziikség van a foszforilacioja mellett az acetilaciojara is. Az NF-xB a
megfeleld6 gén szekvencidkhoz, promoter/enhancher elemekhez valé kapcsolodasat
meghatarozza az Ujonnan szintetizalt, sejtmagba transzlokdlodd IkBa mennyisége is, amely
ujra kapcsolodhat a transzkripcios faktor p65 alegységéhez, gatolva kotdédését a DNS-hez
(110). Ezt a folyamatot azonban a magban 1évé IkB kinaz tudja gatolni az IkB
foszforilacigjaval (113). A sejtmagba transzlokalodott és a DNS megfelelé eleméhez
kapcsolddo p50/p50 homodimerekbdl valamint a klasszikus p50/p65 heterodimerekbdl allo
NF-xB transzkripcios faktor a gyulladas kialakitoé gének atirasaért felelos (IL-1p, IL-6, 1L-12,
TNF-a, iNOS, COX-2) (108, 112, 110, 114).

A MAP kinazok

A MyD88-fiigg6 ¢és MyD88-fliggetlen utvonalon egyarant aktivalédnak a MAP
(szerin/treonin) kindzok: az ERK1/2, a JNK1/2 ¢és a P38. A p38 MAP kinaz 4 (p38a, p388,
p38y, p38%), a JNK kinaz hiarom (JNK1-3) az ERK kindz 8 (ERKI-8) izoformaval
rendelkezik. Az ERK1 és ERK2, valamint a JNKI1-3 és a p38 izoformédk mind az LPS
indukcid hatdsara a gyulladas kialakitdsaban vesznek részt (115, 116). Ezeket a kindzokat a
jelatvitelben feljebb 1évé MKK kindzok aktivéaljak foszforilacioval. Az MKK fehérjéket pedig
MKKK kinazok foszforilaljak, aktivaljak. Az MKK kinazok kozé tartozik a TAK1 és Rafl
(108, 117, 118=112). A foszforilalt (Ser®®, Tyr**") és aktiv Rafl az ERK1/2 kinazt aktivalja
(pl.: Rafl -=MKK1/2—ERK1/2) (117). A MAPK fehérjék aktivaciojat a makrofdgokban a
mikroorganizmusok eliminalasat biztosito oxidativ stressz is kivaltja (118). A MAP kinazok a
jelatvitel végén allo transzkripcids faktorokat foszforilacioval aktivaljak (pl.: ElIk-1/CREB,
AP-1, ATF-2). A transzkripcios faktorok pedig a sejtmagban kivaltjak a gyulladast kialakito
gének expressziojat (TNF-a, IL-1p, IL-6, iINOS) (115, 116, 119, 120) (8. abra). Ugyanakkor
MAP kinazok részt vesznek az NF-«B transzkripciods faktor aktivacidjaban is (121).

Az MKP1 foszfataz

Az LPS indukalta jelatvitel sordn a MAP kinaz foszfatdzok (MKP) mennyisége jelentdsén
megnovekszik. A MAP kinaz foszfatazok a kettés specifitasi foszfatazok csaladjaba
tartoznak, mivel szerin vagy treonin ¢és tirozin oldallincokon 1évé foszfat csoportokat
tavolitjak el. A MAP kinaz foszfatazoknak 10 izoformajat (MKP1-10) kiilonithetjikk el,
melyek kozott az MKP1 az immunfolyamatok gatlaséért, a MAP kinazok, az ERK1/2, a
JNK1/2 ¢és a p38 defoszforilaciojaért, inaktivaciojaért felelos (122). Az MKP1 aktivitasat
meghatdrozza az is, hogy exogén stressz milyen mértékben indukalja vagy gatolja a foszfataz
génexpresszidjat, és az is, hogy a fehérje milyen poszttranszkripcionalis, poszttranszlacios
valtozasokon megy keresztiil. Példaul, ha az ERK foszforildlja az MKP1-et, akkor a
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foszfataznak a félélet ideje jelentdsen megndvekszik, mivel a foszforilacidja gatolja az
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9. abra A makrofagokban az LPS stimulusra aktivilodé MAPK kaszkad tagjai. A MAPK kaszkad tagjai
egymast foszforilacioval aktivaljak, igy az MKKK (TAKI1, RAF-1) fehérjék foszforilaljak az MKK kinazokat
(MKK1/2, MKK4/7, MKK3/6), ez utobbiak pedig a MAP kinazokat (ERK 1/2, INK 1/2, p38) (A). A MAPK
tagjai végiil a megfeleld transzkripcids faktorokon (TF) (Egrl, AP-1, ATF-2) keresztiil kivaltjak a gyulladas
kialakitasaban részt velé gének expresszidjat (pl.: TNF-a, IL-1B, IL-6, iNOS) (A). Az MKP1 (MAP kinaz
foszfataz) a MAPK tagjait (ERK 1/2, JNK 1/2, p38) defoszforilacioval inaktivalja, igy gatolja az LPS indukalta
gyulladast (B).

Az Akt

Az Akt fehérjecsaladba harom szerin/treonin protein kinaz tartozik (Aktl, Akt2, Akt3),
melyek kiilonbozé aminosavak foszforilacigjaval aktivalodnak. Az Aktl a Thr450, a Thr308,
a Serd473 az Akt2 a Thr309, a Ser474 ¢és az Akt3 a Thr305, a Ser472 aminosavakon
foszforilalodik. Mind a harom izoforma megtalalhatd a makrofagokban. Az Aktl az LPS
hatasara a MyD88-fiigg6 PI3K/Akt (124), valamint a MyD88-fiiggetlen TRAM/TRIF
utvonalon egyarant aktivalodik (10. abra). A MyD88-fiiggetlen titvonalon a TRAM/TRIF
komplexhez kapcsolodé TBK1 (TRIF/TANK-binding kinase 1) foszforilalja az Aktl fehérjét
(125). A makrofagokban a PI3K/Akt itvonalon az Aktl aktivaciojaban a foszfatidilinozitol-3-
kinaz (PI3K) csalad IA osztalya vesz részt (126, 127). Az aktiv, foszforilalt 1A PI3K
foszforilalja a membran foszfatidilinozitol-3,4-biszfoszfatjait ~ (PIP2), mikdzben
foszfatidilinozitol-3,4,5-triszfoszfat (PIP3) keletkezik, amely felhalmoz6dik a membranban. A
sejtmembranban a PIP3 molekuldkhoz a protein kindz B (Akt) kapcsolddik a PH alegységén
keresztiil valamint a PDK1 (foszfatidilinozitol-fiiggé kinaz 1). Az Aktl harom aminosavanak
(Thrd50, Thr308, Serd73) egyiittes foszforilacidja sziikséges az Aktl teljes aktivacidjahoz.
Eldszor a JNK foszforilalja a Thr450 aminosavat, ezt kovetden a PDK1 foszforilalja a Thr308
oldallancot, végiil a Ser437 oldallancot foszforilaljak kiillonb6zd kindzok (PDK2, mTORC2,
DNA-PK) (128, 129). A PI3K/Akt utvonalat az irodalom a sejtek talélését, novekedését,
osztodasat biztositd utvonalként emliti (126). Az LPS stimulus hatasara aktivalodé PI3K/Akt
utvonal a gyulladas csokkentésén keresztiil biztositja a sejtek talélését. A PI3K/Akt titvonal a
gyulladas csokkentd hatasat a RAF-1/ERK, JNK1/2, p38 utvonalak valamint az NF-xB
(p50/p65) aktivacidjanak gatlasan keresztiil fejti ki (130, 120, 114). Az NF-kB (p50/p65)
transzkripcids faktor gatlasat a GSK-3f szerin/treonin kindz inaktivalasan keresztiil éri el. Az
Aktl a GSK-3p N-terminalisan 1év6 Ser9-et foszforilalja, és igy a GSK-3f inaktiv allapotba
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keriil (130, 120, 114), mely ezt kovetéen nem tudja foszforilalni, aktivalni a gyulladast
kialakito NF-«xB p65 transzkripcios faktort (114, 130, 131).
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10. abra Az Akt. Az Akt fehérje a MyD88-fiiggd, PI3K/Akt és a MyD88-fiiggetlen, TBK1/Akt ttvonalon
egyarant aktivalodik az LPS hatasara. Az Akt a gyulladast gatlo hatasat a RAF1/ERK, JNK1/2, p38 utvonalak
valamint az NF-«xB (p65/p50) aktivacidjanak gatlasan keresztiil fejti ki.

A FoxO transzkripcios faktorok

A Forkhead csaladba tartozo FoxO (Forkhead box O) transzkripcids faktorok a sejtek
osztodasat, differencialodasat és tiilélését szabalyozzak (132). A FoxO transzkripcios faktorok
az oxidativ stressz karos hatdsaival szemben védik a sejteket, mivel a DNS karosodasokat
javito fehérjéket, valamint az oxidativ stressz csokkentésében elengedhetetlen enzimeket (pl.:
MnSOD, katalaz, peroxiredoxin Ill) kodolo gének atirasaért felelosek (130). Abban az
esetben, ha az oxidativ stressz tartosan magas, a FOXO-3a hozzajarul az apoptozishoz, azaltal
hogy kivaltja proapoptotikus gének expresszidjat (132, 133). A FoxO fehérjék aktivacidja és
inaktivacioja is kiilonboz6 szerin és treonin aminosavainak foszforilaciojat igényli. A FoxO
transzkripcios faktorok aktivaciojahoz igy elengedhetetlen a FoxO fehérjéket inaktivalo
PI3K/Akt utvonal aktivaciojanak csokkenése. Az aktivalt Akt foszforildlja a jelatvitelben
utana kovetkez6 FoxOl1 transzkripcios faktort a Thr24, Ser256, Ser319 aminosavakon, a
FoxO-3a transzkripcios faktort a Thr32, Ser256 és Ser319 aminosavakon, valamint a FoxO4
transzkripcios faktort a Thr32 és Ser197 aminosavakon (132). Ezeknek a foszforilacioknak a
hatasara a FoxO fehérjék allosztérikus szerkezetatalakuldson mennek keresztil, igy a
citoplazmaban a 14-3-3 fehérje csalad tagjai hozzajuk kapcsolddnak, és eltakarjak a fehérjék,
nuklealis lokalizacios szignaljat. Evvel megakadalyozzéak a transzkripcids faktorok DNS-hez
valo kotodését (132, 133). Emellett megjelennek masodlagos kotéhelyek az exportinok
szamara (Crm1, Ran), melyek a FoxO fehérjék DNS-r6l valo levalasaért és citoplazmaba vald
transzportjaért felelsek (132).

A mitokondrium

A makrofagokon ¢és a tiid6 sejtjein beliili jelatviteli folyamatok hatassal vannak a
mitokondrium kiilsé és belsé porusanak nyilasara, a mitokondrium reaktiv oxigén fajtainak
(ROS) és az ATP termelésére, a mitokondrium feldarabolodasara valamint a sejt
mitokondrium altal szabalyozott haldlara.

A mitokondrium altalanos jellemz6i

A mitokondrium feladatai koz¢é tartozik a sejt biokémiai folyamataihoz sziikséges ATP
szintézise, a sejt Ca’* homeosztazisanak és az apoptozisnak a szabalyozasa, valamint a
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patogének eliminaldsdhoz elengedhetetlen oxidativ stressz kialakitdsa. A mitokondriumot két
membran hatarolja. A két membranon beliil talalhaté a mitokondrium matrixa. A matrixaban
jatszodik le a citromsav ciklus és egyéb biokémiai folyamatok. A matrixban talalhatok még
egyéb ionok (Ca®*, Mg?, K%), anorganikus foszfat (Pi), az ADP, az ATP és oldott
intermedierek. A kiils6 membran kisebb molekulak és ionok szamara atjarhat6, mig a belsé
membran atjarhatatlan a legtobb molekulara és ionra, kiilondosen a H+-ionokra. A bels6
membranban talalhatéak a 1égzési elektrontranszport lanc komplexei (komplex I-1V) valamint
az FoF1 ATP szintaz.

A Klasszikus mitokondrialis porus felépitése

A membran atjarhatdsagat noveli a kiilsé és belsé mitokondridlis membranon ativeld
porus, az mMPTP. Az mPTP a kiils6 membranban (OMP) és a bels6 membranban 1évo
porusokbol all (IMP). Az mPTP megjelenését az oxidativ stressz, a matrixban a Ca** ionok
felhalmozodasa, valamint az LPS is kivaltja. A klasszikus értelemben vett mPTP-t a kiils6
membranban a fesziiltség fliggd anion csatorna (VDAC), a belsé membranban az ATP/ADP
transzlokator (ANT) valamint a matrixban a ciklofilin D (CypD) alkotja (11. abra). A poérus
miitkodését a citoszolban talalhatdo hexokinaz, az antiapoptotikus Bcl-2 és Bcl-xL és az
intermembran térben 1év0 kreatin kindz, valamint a (145) a kiils6 membranban [évo
benzodiazepin receptor szabalyozza (134). Az irodalomban azt is olvashatjuk, hogy az ANT
¢s a VDAC hianyaban is Kialakul az mPTP (135, 136).
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11. abra A klasszikus mPTP felépitése. A hagyomanyos értelemben vett mitokondrialis porust (mPTP) a kiilsé
membranban a VDAC fehérje, a bels6 membranban az ANT és a mitokondrium matrixdban talalhato CypD
alkotja.

A CypD

A CypD a teljes porusnyilas elengedhetetlen szabalyzdja. A fehérjét a sejtmagban
talalhato Ppif gén kodolja és a mitokondrium matrixaba jutasat a fehérje N-terminalisan 1évo
célszekvencia biztositja, mely a mitokondriumba 1épést kovetéen levalik. A CypD
valosziniileg a mitokondrium bels6 membranjaban 1évé 1épé fehérjék (ANT, PIiC, FoFp ATP
szintaz dimerek) peptidil-prolil kotéseinek cisz-transz izomerizacidjan keresztiil valtja ki a
fehérjék porus formalddasat. Ugyanakkor a CypD a belsd poérusnyilason keresztiil
szabalyozza a mitokondrium depolarizacidjat, a reaktiv oxigén fajtak termelését, a
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nyilasahoz kotott apoptozist is (137; 138).
A kiils6 mitokondrialis membranban 1év6 porusok

A VDAC homooligimerek, valamint a VDAC és a Bax vagy a Bak heterooligomerek

A VDAC fehérjének az egerekben 3 izoformaja van (VDACI-3), melyek molekulatomege
egyarant 30kDa (139). A mitokondrium kiils6 membranjaban a VADCI1 és a VDAC?2 kiilon
csoportokban, mig a VDAC3 elszortan helyezkedik el. Ugyanakkor a VDAC?2 joval kisebb
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szamban van jelen, mint a VDACI (140). Mindharom izoformara egyarant jellemz6, hogy a
kiils6 membranban egy olyan gyengén ionszelektiv csatornat nyit, mely nyitott allapotban
maximum 5 kDa (pl.: ATP, ADP, P; légzési lanc szubsztratjai, kreatin foszfat) nagysagu
foként anionok szamara atjarhaté. Zart allapotaban pedig maximum 1,5 kDa (pl.: Ca**, Na*,
K*, CI) nagysaga inkabb kationok szamara atjarhaté (139, 141, 142). A VDAC csatornak
csak nyitott allapotukban biztositjak a mitokondrium és a sejt metabolikus folyamataihoz
sziikséges anyagok kétiranyi mozgasat (139=150). Azonban mind a pozitiv mind a negativ
iranyba tO0rtén6 membranpotencial valtozas a csatorna zarddasdhoz ¢és a sejtlégzés
megsziinésé¢hez vezet (141). Itt meg kel emliteni, hogy csak a VDACI1 és a VDAC2
ioncsatorna zarodasa fesziiltségfliggd (143).

A VDACL1 fehérjék részt vesznek az apoptdzis szabalyozasaban is (144). Ebben az
esetben a VDACI dimerek mar egy akkora poérust nyitnak a kiils6 membranban, amely
lehetové teszi az intermembran térben 1évé a proapoptotikus (Cyt-C, Smac/Diablo,
HtrA2/0Omi, AlF, ENDO-G) faktorok kiszabadulasat és az apoptézist (145, 146). A VDAC1
fehérjék a proapoptotikus Bax ¢és Bak fehérjékhez is kapcsolédhatnak, mikozben
heterodimereket alkotnak, melyek a kiilsé membranban szintén megfelelé nagysag porusokat
nyitnak az apoptozishoz (147, 148). Az antiapoptotikus faktorok (Bcl-2, Bcl-xL) a VDAC1
monomerekhez és dimerekhez kapcsolodnak, és gatoljak a kiilsé porusok nyilasat. (145, 146,
148). Ugyanakkor, ha az antiapoptotikus Bcl-xL és a hexokinaz a monomer VDAC
fehérjékhez kapcsolodik, abban az esetben kivaltja a VDAC monomerek nyilasat, és a
metabolikus folyamatokhoz sziikséges anyagok transzportjat (149, 150) (12. abra).
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12. abra A VDAC homooligomerek, valamint a VDAC és a BAX vagy a BAK hetreooligomerek, mint
kiilsé pérusok. A kiils6 membranban elhelyezked6 VDAC fehérjék nemcsak monomer, hanem oligomer
(homodimer, homotrimer, homotetramer) szerkezetben is el6fordulnak. Ugyanakkor VDAC ezen alakjai
folyamatosan egymasba alakulnak. A VDAC fehérjék azonban a proapoptotikus BAX és BAK fehérjékhez is
kapcsolodhatnak, mikézben heterodimereket hoznak 1étre. A VDAC homo- és heterooligomerek porust nyitnak a
mitokondrium kiilsé membranjaban, lehetévé téve az intermembran terében 1év6 proapoptotikus faktorok (Cyt-
C, Smac/Diablo, HtrA2/0Omi, AlF, ENDO-G) kiszabadulasat, és a makrofagok apoptozisat.

A Bax és Bak homodimerek, homotrimerek vagy heterodimerek

A kiils6 membrianban a Bax és Bak proapoptotikus faktorok homodimereket,
homotrimereket, heterodimereket alkotnak, melyek szintén egy akkora porust nyitnak, melyek
lehetdvé teszik az intermembran térben 1év6 proapoptotikus faktorok kiszabadulasat (Cyt-C,
Smac/Diablo, HtrA2/Omi, AIF, ENDO-G), és az apoptozist (151). Normal koriilmények
kozott a Bax monomerek a citoszolban a Ku70 faktorhoz kapcsolodnak, mig a Bak
monomerek a mitokondrium kiilsé membranjaban talalhatoak és foként a VDAC?2 fehérjékhez
kapcsolodva fordulnak elé (152, 153). Kiilonb6z6 stiumulusok hatasara a Ku70 faktor az
acetilaciojat kovetéen, mig a VADC2 a proapoptotikus faktorok hatasara (tBid, BIM, BAD)
levalik (153, 154). Ekkor a Bax és Bak monomerekhez kiilonboz6 proapoptotikus faktorok
(tBid, BIM, Puma) kapcsolodnak a BH3 alegységiikon keresztiil, aminek hatasara
aktivalodnak, és a kiils6 membranban oligomerizaciojukat kdvetden porust nyitnak. A Bax é€s
a Bak mennyisége természetesen kiilonbozd stimulusok hatisira tovabb ndvekedhet a
citoszolban, és igy a kiils6 membranban is. (155, 156). A Bcl-2, Bcl-xL antiapoptotikus
faktorok a Bax és Bak fehérjéken kiviil kapcsolddhatnak az ezeket a fehérjéket aktivalo
proapoptotikus faktorok (tBID, BIM, BAD) BH3 alegységéhez is, gatolva a Bax és a Bak
membranba helyezédését és oligomerizaciéjat (157). Igy az kiils6 pérusnyilashoz sziikség van
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arra is, hogy a proapoptotikus Bad fehérje kapcsolodjon a Bcl-2, Bel-xL fehérjékhez (157)
(13. 4bra).
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13. abra A BAX és BAK porusok. A BAX és BAK homooligomerek és heterooligomerek a mitokondrium
kiils6 membranjaban porust nyitnak, és lehetdvé teszik a proapoptotikus faktorok (Cyt-C, Smac/Diablo,
HtrA2/0Omi, AlF, ENDO-G) kiszabadulasat, és a makrofag sejtek apoptozisat.

A CypD szabdlyozza a kiils6 membranjaban lévd porusok nyildsat és az apoptozist

LPS kezelés hatasara megnovekszik a Bax és Bak mennyisége a klasszikusan aktivalt
makrofag sejtekben, és a mitokondrium kiils6 membranjaban egyarant (158, 159, 160, 161). A
BAX ¢és a BAK valamint a VDAC a mitokondrium kiilsé membranjaban nyit porust. A
mitokondrium matrixaban talalhaté CypD pedig szamos korfolyamat esetén csokkenti az
apoptozist, a kiilsé poérusnyilas gatlasan keresztiil: az iszkémia-reperfiiziot és az infarktust
kovetden a szivizomszovetben, LPS kezelést kovetden a majszovetben, az oxidativ stressz
indukciojat kovetden az idegszovetben. Valamint a CypD gatolja a hasnyalmirigy B-sejtjeinek
az apoptozisat is (162, 163, 164, 165). Az irodalomban olvashatjuk azt is, hogy a CypD
tulzott expresszidja a belsd porusok nyildsa, és a mitokondrium duzzadasa mellett kivaltja a
kiilsé porusok nyilasat is, és ehhez kapcsoloddan a sejthalalt (166). Azonban azt még nem
ismert, hogy a mitokondrium matrixaban 1évé CypD fehérje, hogyan szabalyozza a kiilsé
porus nyilasat. A makrofagok esetében a leglehetségesebb valasz az, hogy a belsé porusnyilas
indukalta jelentds mértékii oxidativ stressz valtja ki a kiils6 porusnyilast és ebbdl adéddan az
apoptozist (167, 168, 169, 170).

A belsé mitokondrialis membranban 1évé porusok

Az ANT

Az ANT fehérjének 3 izoformdja van (ANT1-3). ANTI és ANT2 minden emldsben
megtalalhat6, mig az ANT3 csak az emberben fordul el (134). Az ANT (adenin-nukleotid
transzlokator) a bels6 membranban elhelyezkedik el, és a citoszolban taldlhato ADP
molekulakat cseréli le a matrixban talalhatdé ATP molekulakra. Az ANT emellett a bels6
membranban poérust is nyithat. Az ANT ADP/ATP-koté helyének pozicidja alapjan c- és m-
fazisu konformacioval rendelkezik. Az m-fazisu konforméaciordl akkor beszéliink, amikor a
kotéhely a matrix felé tekint, c-fazisa konformaciordl pedig akkor, amikor a citoplazma felé
tekint. Abban az esetben, ha ANT ligandok (ADP/ATP) az m-fazisi ANT-hez kotédnek,
gatoljak, ha a c-fazisu kotéhelyekhez kapcsolodnak, akkor pedig kivaltjdk a belsé porus
nyilasat (171). Az ANT belsé membranban vald poérus nyitasat igazolja, hogy a bels6é porus
nyilasat és mitokondrialis membranpotencial csokkenését az ADP és a brongkrekic sav is
gatolja (171, 172). Az ANT porusnyitasat a matrixban az ANT fehérjéhez kozvetleniil
kapcsolodo CypD fehérje is kivaltja (14. abra). Ezt igazolja, hogy CsA a CypD fehérjéhez
kapcsolddva, meggatolja, hogy a CypD kapcsolddjon az ANT fehérjéhez, és igy gatolja a
belsé porus nyilasat (173). A CypD a kapcsolodasat kovetden valosziniileg az ANT c-fazisa
képes a belsé porus nyitasara (174). Az ANT fehérje a VDAC és a CypD fehérje mellett
fizikailag kapcsolddik a Bax és a Bak fehérjékhez is, 1étrehozva a két membranon ativeld
porust (14. kép) (175-177).
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Az FOF1 ATP szintaz dimerek

A belsé6 membranban porust nyitnak az F,F; ATP szintaz dimerek is (178) (15. abra C). A
CypD tobb helyen is kapcsolodik az FoF; ATP szintazhoz. Egyrészt kapcsolodik az ATP
oligomerek oldals6 szaranak B és D alegységéhez (179) masrészt az ATP dimerek oligomicin
érzékenységgel rendelkezo fehérje alegységéhez (178). Miutan a CypD az anorganikus foszfat
jelenlétében kotddik az oldalso szar b és d alegységéhez, szignifikansan lecsokkenti az FoF
ATP szintaz aktivitasat, amely egyarant érinti az ATP szintézist és az ATP hidrolizist is (179).
Abban az esetben, ha a CypD az ATP oligomicin érzékenységgel rendelkezé fehérje
alegységhez kapcsolodik, ATP dimerek porust formalnak a belsé membranban (178). A bels
membranban a porus kialakitasaban az F, C alegysége is részt vesz (180). A bels6
membranban az ATP dimerek porus nyitasat a CypD valtja ki, mig a specifikus ATP szintaz
inhibitor az AMP-PNP (y-imino ATP, egy nem hidrolizalhato ATP analog), az ADP, a CsA és
a Mg?* ionok gatoljak (191). A CsA a CypD fehérjéhez kapcsolodva meggatolja, hogy a
CypD kapcsolddjon az FoF; ATP szintazhoz. Az FoF1 ATP szintaz a mitokondrium belsé
membranjanak betiiremkedéseiben helyezkedik el (15. abra). Abban az esetben, ha a dimerek
porust nyitnak, a szintdzon keresztiil protonok jutnak a krisztak belsd terébdl a matrixba, és
ezzel a mitokondrium membranpotencialja megvaltozik, és az ATP szintézis zavart szenved.
Igy a CypD gatlasa biztositja az ATP szintézist.

A foszfat karrier (PiC)

Azt, hogy ANT ¢és FoF1 ATP szintdz mellet valami mds is pérust nyit a belsd
membranban, az igazolja, hogy az ANT hidnyaban jelentés mértékben lecsokken a belsd
porusnyilés Ca?* érzékenysége, amire az ADP, az ANT és az F,F; ATP szintaz gatloszere,
nincsen hatéassal (192). Ebben az esetben, a belsé membranban helyet foglald foszfat karrier
(PiC) - amely normal koriilmények kozott a H' ionok kotranszportjaval az anorganikus foszfat
(P1) felvételét biztositja a matrixba — fokozza a kalcium indukalta mPTP nyilasat, ugy hogy
egy nem specifikus belsé porust nyit, melyen keresztiil a Ca**-ionok mozoghatnak (193, 194).
A CypD kozvetleniil kapcsolodik a bels6é membranban helyet foglaldo PiC fehérjéhez, és
valdszintileg kivaltja a PiC konformécio valtozéasat, €s egy Ujabb poérus megjelenését (195,
196). A CsA pedig szintén gatolja, hogy a CypD kapcsolddjon a PiC fehérjéhez (183). A PiC
fehérje a CypD mellett az ANT fehérjéhez is kapcsolodik (196) (14. abra). gy a CypD a PiC
fehérjéhez kapcsolodva egy tovabbi, Ca®* ionokra érzékeny belsé porus megjelenését valtja
ki.

_Bax Bax_Bak Bak__Bak

PO
membran |

belsé
membran | |

14. dbra A két membranon ativel6 mitokondridlis pérusok. A kiilsé membranban elhelyezkedé Bax és a Bak
proapoptotikus faktorok kozvetleniil kapcsolodhatnak a kiils6 membranban helyet foglalo VDAC fehérjékhez,
valamint a belsé membranban talalhatd ANT fehérjéhez. Az ANT ezen kiviil még kapcsolodhat a PiC fehérjéhez
is. A CypD fehérje az ANT és a PiC fehérjéhez egyarant kapcsolddik, és szabéalyozza porusnyitisukat a belsd
membranban.

A CypD szabdlyozza a belsé membrdanban lévd porusok nyildsdt

A CypD tehat kozvetleniil kapcsolodik és a FoF1 ATP szintaz dimerekhez (15. abra C), a
PiC és az ANT fehérjékhez, és kivaltja a bels6 membranban a porusok megjelenését (14.
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abra). Abban az esetben, ha a CsA kapcsolodik a CypD fehérjéhez és meggatolja

kapcsolodasat a belsé membranban 1év6 fehérjékhez, gatolja a porusok megjelenését (173,
174,178, 180, 184, 185).

A CypD a belso porusnyilasan keresztiil szabalyozza a mitokondrium
szerkezetét és az oxidativ stresszt

CypD kiviltja a mitokondrium duzzaddsdt és a krisztik szerkezeti atalakuldsdt

A CypD a PIiC, az ANT fehérjékhez és az F,Fy ATP szintaz dimerckhez valod
kapcsolodasat kovetden egyértelmiien kivaltja a mitokondrium belsé membranjaban a
pérusok nyilasat. A bel6 porusok nyilasa azonban normal koriilmények kozott is megtorténik,
de ilyenkor a porusok kis szamban és rovid ideig vannak nyitva, ami nem okoz kiilonosebb
valtozast. De abban az esetben, ha a pérusnyilas fokozodik, azaz egyre tobb belsd porus nyilik
ki, elkezd folyadék aramolni a citoszolbdl a mitokondrium matrixaba, és a mitokondrium
duzzadasnak indul, mikézben a belsé membran kriszta szerkezete lassanként megsziinik
(186). A kriszta szerkezet a belsé membran befiizddéseibol alakul ki. Ennek a szerkezetnek a
létrehozasaban és fenntartdsaban részben a belsd membranban elhelyezkedd OPA1 oligomer
gytrik felelések (187). A kriszta szerkezet fenntartasa rendkiviil fontos, mivel egyrészt
jelent6sen megnoveli reakcio felszint, aminek koszonhetéen nagyobb mennyiségben lehetnek
jelen a belsé membranban a 1égzési 1anc és az FoF1 ATP szintaz komplexei. Emellett, a bels6
membran befiiz6dési altal elkiilonitett terek, lehetdvé teszik, hogy nagy protongradiens
alakulhasson ki a kisztakon beliili tér é¢s a matrix kozott. A protongradienst a 1égzési elektron
transzport lanc komplexei (komplex I, 111, 1V) hozzak 1étre, melyek protonokat pumpalnak a
mitokondrium matrixabol az intermembran térbe. A protongradiens pedig az F,F; ATP
szintaz katalizalta ATP szintézishez kell. A krisztadk membranjaban az FoF; ATP szintaz
dimerjei oligomereket alkotva biztositjak a fokozott ATP szintézist (188, 189) (15. abra).
Amint a bels6 membranban a porusok kinyilnak, és a kriszta szerkezet megsziinik, az ATP
szintaz oligomer szerkezete felbomlik és ATP dimerek jelennek meg (190). Az ATP dimerek
a CypD kapcsolodasat kovetden — valosziniileg mar joval a kriszta szerkezet megsziinése elott
is- porust nyitnak. Ennek a bels6 porusnak a megjelenése egyiitt jar a protongradiens
megsziintével, mivel a bels6 porusnyilast kdvetden protonok aramolnak a matrixba. A kriszta
szerkezet megsziinéseshez az antiapoptotikus tBid fehérje is sziikséges, mely megsziinteti az
OPAL1 fehérje oligomer szerkezetét (191, 192) (15. B abra). A kriszta szerkezet megsziinését
szabalyozza, az intermembran térben 1évé proapoptotikus AIF is, mivel az AIF részt vesz
ennek a struktiranak a kialakitasiban (193). fgy amint a kiilsé porus kinyilik, és a
proapoptotikus AIF az intermembran térb6l kiszabadul a citoszolba, kivalja a krisztak
megszinéset.

A mitokondrialis szerkezetet stabilizdlja még a kardiolipin is, mely a bels6 membranban
helyezkedik el és nagy mennyiségben koti az apoptozist kivaltdo Cyt-C fehérjét. A kardiolipin
hianyaban abnormalis felépitésii mitokondriumok jelennek meg. A mitokondrium szerkezetét
nemcsak a bels6 membranban talalhato OPA1 szabédlyozza, hanem az OPA3 is, melynek
hianyaban megindul a mitokondriumok feldarabolodasa, és az apoptozis. Emellett az OPAL
nemcsak az krisztdkat lezdr6 OPA1 oligomereket hozhatjdk létre, hanem valosziniileg a
kiilonbozo krisztakat 6ssze is kothetik. Valamint a mitokondriumok egyesiilésekor, biztositjak
a bels6 membranok kapcsolodasat. Ugyanakkor mar olvashattuk, hogy a makrofagok esetében
az oxidativ stressz ki tudja valtani az mPTP nyilasat, a mitokondrium feldarabolodasat és az
apoptozist. Ezek az eredmények mind azt mutatjak, hogy a mitokondium halozatos és krisztas
szerkezetét kialakito faktorok egyarant szabalyozzak az mPTP-t, a mitokondriumok
feldarabolodasat és a sejthalalt is. Bar a mitokondrium krisztas szerkezetének a megsziinése és
a mitokondirum feldarabolodasa, mindenképpen kivaltja a sejthaldlt, addig a sejthalél
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bekovetkezhet a mitokondriumok feldaraboléddsa nélkiil is. Ez wutobbi esetben a
mitokondrium kiils6 membranjaban 1év6 poérusok valdszintileg nagyobb mértékben fognak
megjelenni, mint a belsok.

kiilsé toredék
membrin e OPA1
. membrankozti
A belso tér B
riboszoma Ny
} OPA1
i” oligomer

DNS F F,ATP  kriszta
szintaz oligomerek

FoF, oligomerek

FF, ATP C

szintaz s kriszta belsé tere

S~ belsé

CypD g ﬁ e membran
. matrix

15. abra A mitokondrium Kkriszta szerkezete. A mitokondrium belsé membranjanak betiiremkedései hozzak
létre a kriszta szerkezetet (A). A krisztdk membranjaban csoportosulnak a 1égzési lanc komplexei, valamint az
oligomer szerkezetet alkotdé F,F, ATP szintiz dimerek (B). igy ez a szerkezet lehetévé teszi, hogy H*-ionok
halmozddjanak fel a krisztak bels6 terében, lehetévé téve a fokozott ATP szintézist. A Kriszta szerkezet
létrehozasaért és fenntartasaért részben a belsé membranban helyet foglalo OPA1 oligomerek felel6sek (B). Az
FoF1 ATP szintaz dimerek a CypD fehérje kapcsolodasat kovet6en pedig porust nyitnak a belsé membranban

©).
A CypD a protongrddiensen keresztiil is szabdlyozza a membrdnpotencialt

A protongradiens fenntartdsa nemcsak az ATP szintézishez sziikséges, hanem a
mitokondrium fizioldgiai membranpotencialjanak Kialakitasaban is elengedhetetlen. Ez abbol
adodik, amikor elektrontranszportlanc (ETC) tagjai protonokat pumpalnak a matrixbol a
krisztak bel6 terébe, kialakitjadk a matrix negativ potencialjat (194, 195). Amikor az
elektrontranszportlanc miikodése felborul és az ATP szintézise zavart szenved, akkor az FoF;
ATP szintaz elkezdi hidrolizalni a glikolizisbdl szarmazé ATP-t, hogy az ETC komplexei
protonokat (H* ionokat) pumpaljanak a matrixbol a krisztak belsd terébe. Abban az esetben,
ha a CypD jelen van és kapcsolodik az ATP szintaz oldalso szaranak b és d alegységéhez
(179) gatolja az ATP szintaz hidrolitikus aktivitisat. fgy a CypD gatlasa nemcsak a belsé
porusok nyilasat fogja gatolni, hanem biztositja az ATP szintaz membranpotencialt stabilizalo
hidrolitikus aktivitasat is.

A CypD a belso porusnyildason keresztiil szabalyozza a mitokondrium ROS termelését

Abban az esetben, amikor a CypD hatasara a belsé porusok kinyilnak, az elektronokat
transzportald 1égzési lanc komplexeinek miikddése jelents zavart szenved, és elektronok
valnak le. Az elektronok legféképpen a 1égzési lanc I-es komplexérél (NADH dehidrogenaz)
valnak le (196, 197). Ezek az elektronok a szabad gyokok kialakitasaban vesznek részt.
Normal koriilmények kozott is szivarognak elektronok a légzési lanc tagjairdl, de ez csak
nagyon kicsi mértékli, és a sejtek az antioxidans enzimatikus reakcioikkal, és
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antioxidansokkal ki tudjak védeni karositd hatasukat. LPS kezelés hatasara azonban joval
nagyobb mennyiségben valnak le elektronok, melyek a molekularis oxigénhez kapcsolodva
rendkiviil reakcioképes szuperoxid gyokoket (+Oz) hoznak Iétre. A szuperoxid gyokokbol
pedig hidrogén-peroxid (H.0,) keletkezik a mitokondrialis (SOD2) és a citoplazmatikus
(SOD1) szuperoxid-dizmutazok hatasara (198). A hidrogén-peroxid reakciokészsége Kisebb,
mint a szuperoxid gyoké, de mivel membranoldékony, a membranokon athaladva nagyobb
tavolsagban is ki tudja fejteni karositd hatasat. A hidrogén-peroxidbol mieloperoxidaz reakcio
soran hipolkloros sav (HOCI) képzédik, amely szintén lipidoldékony, és rendkiviil
reakcioképes. Amennyiben az oxidativ stressz tartésan és magas értéken all fent, a
mitokondriumban taldlhat6 vas-kén fehérjék oxidativ sériilése soran vas ionok (Fe2+, Fe 3+)
szabadulnak fel. A vas ionok hatasara a Fenton reakcidoban a hidrogén peroxidbdl hidroxil
(*OH) és perhidroxil (*OOH) gyok jon létre, mig a Heber és Weis reakcié soran a hidrogén-
peroxidbol és a szuperoxid gyokbdl hidroxil gyok jon 1étre (199). Az oxidativ stressz a lipidek
oxidaciodjat is kivaltja, amely soran alkoxi (ROe¢) és peroxi (ROOe¢) gyokok keletkeznek.
Tovabba a lipidek és nukleobazisok oxidativ karosodasa soran hidroperoxid (ROOH) is
keletkezik (200=211). Szuperoxid gyok és hidrogén-peroxid a nem megfeleléen végbemend
enzimatikus reakciok soran is felszabadulhat. A monoamin oxidaz, az a-ketoglutarat
dehidrogenaz komplex (KGDHC) és a piruvat dehidrogenaz komplex (PDHC) miikodése
soran is keletkezhet szuperoxid gyok és hidrogén-peroxid is (201, 202). A citokrom p450 és a
fagoszomakban talalhat6 NADPH oxidaz is allithat el6 reaktiv oxigén fajtakat (203, 204). A
fent emlitett gyokok a hidrogén-peroxiddal egyiitt a reaktiv oxigén fajtdk (ROS) kozé
tartoznak.

Az LPS kezelés hatdasdara megjelend nitrogén-monoxid gyok

Az oxidativ stressz kialakitdsdban azonban nitrogén-monoxid gyokok (sNO) is részt
vesznek. A nitrogén monoxid a reaktiv nitrogén fajtadk (RNS) kozé tartozik, és az LPS
stimulus hatasara a makrofagokban megjelend indukalhaté nitrogén-monoxid szintaz (iNOS)
az a-argininbdl és molekularis oxigénbdl allitja eld, mikozben citrulin is keletkezik. A
nitrogén-monoxid gyok azonban reakcioba tud 1épni a szuperoxid gyokkel, és egy rendkiviil
reakcioképes gyok, a peroxinitrit (ONOO-) jon 1étre (200, 205).

Az oxidativ stressz funkcidja az LPS-el kezelt makrofigokban

Az LPS kezelés hatdsara a makrofagokban jelentdsen megnovekszik a ROS és az RNS
szintje, aminek feladata a patogének fehérjéinek, lipidjeinek és oOrokité anyagainak a
karositasa. Itt meg kell emliteniink azt is, hogy az oxidativ stressz kialakitasaért az irodalom
alapjan foként a mitokondrialis ROS tehetd feleléssé (197, 206). Az oxidativ stressz azonban
nemcsak a patogéneket, hanem a makrofagok lipidjeit, fehérjéit és DNS-ét is karositja,
mikdzben tovabbi gyokoket hoz létre. A makrofag sejt természetesen védekezik az oxidativ
stressz karositd hatasaival szemben. Igy az LPS kezelésre megnovekszik a szuperoxid-
dizmutazok (SOD1 és SOD2) mennyisége, mely biztositja szuperoxid anionok eltavolitasat,
¢s a hidrogén-peroxid megjelenését. Annak ellenére, hogy LPS kezelésre a glutation
peroxidaz és a katalazok mennyisége nem valtozik (198), mégis jelentds funkciot toltenek be,
mivel a hidrogén peroxidot vizre és molekularis oxigénre bontjak. LPS kezelésre ugyanakkor
megndvekszik a hidrogén-peroxidot eltavolito  peroxiredoxinok (205), az oxidalt
peroxiredoxinokat redukald szulforedoxinok (207) és az oxidalt tioredoxinokat redukalo
tioredoxin reduktazok mennyisége (208, 209). A tioredoxinok a fehérjék oxidacioja soran
megjelend diszulfid hidakat sziintetik meg. Az oxidativ stresszel szemben még a sejtekben
eléforduld antioxidansok (A-vitamin, C-vitamin, E-vitamin, hagysav, glutation) is védelmet
nyujtanak. Annak ellenére, hogy a makrofag sejtek az antioxidans enzimek mennyiségének
novelésével védekeznek a sajat maguk altal termelt reaktiv oxigén és nitrogén fajtakkal
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szemben, mégsem gatoljak meg az LPS kezelést kovetden megjelend oxidativ stresszt, foként
a hidrogén peroxid ¢és a nitrogén-monoxid gyokok termelését, mivel ezek a
mikroorganizmusok és toxinjaik karositasat biztositjak (197, 210, 211).

A CypD szabadlyozta oxidativ stressz kivaltja a mitokondrium feldarabolodasat és a sejtek
halalat

A mitokondrium valdjaban halozatos szerkezetii, azaz hosszabb, rovidebb elagazé vagy el
nem 4gazé fonalakbol all. A mitokondrialis halozat élete soran folyamatosan megtjul. Uj
mitokondriumok jonnek létre, melyek a régi részekkel Osszeolvadnak. Ezt a jelenséget
mitokondrialis fuzidonak nevezziik. Ha az oxidativ stressz tartdsan hosszl ideig all fent, és a
mitokondrium fehérjéi, lipidjei és fOként a mitokondrialis DNS mar visszafordithatatlan
modon karosodik, megindul a mitokondriumok feldarabolodasa, a sériilt részek levalasa,
egyes esetekben a levalt részek aggregacidja, és végiil a degradalodasa (212). A
mitokondrium a mitofagianak nevezett jelenség soran degradalodik. Abban az esetben, ha a
mitokondriumok funkciojat, a mitokondriumok feldarabolddaséaval, és az 0j mitokondridlis
apoptozis (212). Ezt igazolja az is, ha a mitokondrium feldarabolodasat gatoljuk, akkor
fokozodik a mitokondriumok fazidja, és az apoptdzis gatolt. Ugyanakkor, ha a
mitokondriumok egyesiilését gatoljuk, akkor a feldarabolodas fokozasaval kivaltjuk az
apoptozist (137; 138). Az oxidativ stressz pedig ki tudja valtani a mitokondrium
feldarabolodasat, a mitofagiat és a sejtek apoptozisat (169, 170). A makrofagok pedig az LPS
stimulus kovetdéen meglehetésen nagymértékben termelnek reaktiv gyokoket, melyeknek a
feladata a mikroorganizmusok eltavolitasa (210, 211). Egy cikk megemliti, hogy az élesztd
sejtekben a proapoptotikus BAX is ki tudja valtani a mitokondriumok feldarabolodasat (213),
melynek szintje a makrofag sejtekben az LPS stimulus hatasara jelentds mértékben
megndvekszik a citoszolban és a mitokondrium kiilsé membranjaban is (158, 159, 160, 161).

Az oxidativ jelatvitel

Az oxidativ stressz nemcsak a mitokondrium feldarabolodasat valtja ki azzal, hogy
karositja a mitokondrium DNS-ét, fehérjéit valamint lipidjeit, hanem az oxidativ jelatvitel
kialakitasaért is felelés. Az oxidativ jelatvitel kialakitdsdban a hidrogén peroxid
elengedhetetlen, mivel a membranokon atlépve nagyobb tavolsdgban is ki tudja fejteni
hatasat. Az LPS indukcié soran megndvekszik a SODI és a SOD2 mennyisége a
makrofagokban, melyek a szuperoxid anionbol hidrogén-peroxidot allitanak elé (198).
Emellett az intermembran térben tovabbi hidrogén-peroxid jelenik meg a p66Shc redox
enzimek milkddésekor is (114). A mitokondrium bels6 membranjaban talalhato kardiolipin
peroxidaz aktivitassal rendelkezik (115), és hidrogén-peroxid jelenlétében, lehasitja a hozza
kapcsolodd Cyt-C fehérjét, mely ezt kovetden a kiilsé poruson keresztiil tavozik (216). Az
oxidativ stressz sziikséges a LPS stimulus mellett a tiiddben az NF-«B teljes aktivacidjadhoz is.
Ugyanis, amikor az oxidativ stresszt NAC (N-acetil-cisztein) antioxidanssal gatoltak,
szignifikansan lecsokkent az NF-xB aktivacidja (217). Ugyanezt lattak a tiidoben, abban az
esetben is, amikor a tiidében ROS egyik forrasanak a NADPH oxidaznak egyik alegységét
kodold gént kiiitotték (218). Emellett a NAC (1mM) a tiid6é endotél sejtjeiben 5 oraval az LPS
(300 mg/ml LPS) kezelést kovetden szignifikansan lecsokkentette a p38 aktivaciojat (230).
Ugyanakkor a hidrogén-peroxid kivaltja a JNK aktivacidjat valamint a fokozott ROS termelés
az ERK1/2 aktivaciojat tidé endotél sejtjeiben (220, 221). igy egyértelmiien elmondhatjuk,
hogy a tiidé endotél sejtekben az oxidativ stressz fokozza a JNK, a p38 aktivaciojat és az
ERK1/2 aktivaciojat. Emellett a NAC (> 1mM) a tiidd epitél sejtjeiben is gatolja az LPS és a
hidrogén-peroxid kezelést kovetéen a p38 aktivaciojat (128, 133). Emellett a tiidoben epitél
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sejtjeiben a hidrogén-peroxid dnmagaban a p38 aktivaciojat kozel a négyszeresére a JNK1/2
foszforilacigjat legalabb haromszorosara, az ERK1/2 aktivaciojat kozel kétszeresére, mig az
Akt aktivaciojat csak kis mértékben, de szintén szignifikansan fokozza (222, 132). A
makrofagokban a NAC az LPS indukciot kdvetden az oxidativ stressz csokkentésével az
ERK1/2, p38 aktivaciojat is gatolja, mikdzben a JNK aktivacidjat fokozza (206). Annak
ellenére, hogy a NAC képes gatolni kiilénb6zo sejttipusokban a MAP kinazokat valamint az
NF-kB transzkripcios faktort, csak az oxidativ stressz gatlasaval nem biztositja a szepszisben
szenved6 allat talélését (223). A makrofagokban az oxidativ stressznek az Akt fehérjére
gyakorolt hatasa kettds, azaz serkenti €s gatolja is az Akt aktivaciojat. A LPS kezelés hatasara
megjelend oxidativ stressz a PTEN (phosphatase and tensin homologue) gatlasan keresztiil
fokozza az Akt aktivaciojat (224). A PTEN normal korilmények kozott gatolja az Akt
aktivaciojat, avval hogy visszaalakitja a membranban felhalmozodo foszfatidilinozitol-3,4,5-
triszfoszfatot (PIP3) foszfatidilinozitol-3,4-biszfoszfatta (PIP2) (224). A fokozott és hosszu
ideig tartd oxidativ stressz azonban gatolni is tudja az Akt aktivacidjat. Ugyanis az Akt
fehérjék ciszteinjeinek oxidacidjaval diszulfidhidakat alakit ki, ami lehetévé teszi, hogy az
Akt fehérjékhez kapcsolddjon a foszfoprotein foszfatdz-2a fehérje (PP2a), ami az Akt kinézt
defoszforilalja, inaktivalja (225). Az oxidativ stressznek az Akt aktivaciojara gyakorolt
hatasat valdszinlileg az Akt kindz aktivaciojat serkentd és gatldo folyamatok ereddje fogja
meghatarozni. Emellett az oxidativ stressz fokozza a belsé porusnyilasat is (226). Ennek
egyik modja az, amikor az ANT fehérje 56. helyzetii ciszteinje oxidalodik, ebben az esetben a
CypD jobban kot6édik az ANT fehérjéhez és kivaltja a bels6 porusok nyilasat (227).

Az ECSIT hatasa a NADH dehidrogenaz ROS termelésére

A mikroorganizmusok és toxinjaik oxidativ karositdsa a makrofag sejteken beliil is
lezajlik, ebben az esetben a mitokondriumok koriilveszik azokat a fagoszomakat, melyek a
TLR4 receptorhoz kapcsolddd fagocitalt patogéneket (Gram-negativ baktériumok), vagy
toxinokat (LPS) tartalmazzdk, és oxidativan kérositjak azokat (211). Mint mar emlitettem a
NADH dehidrogenaz felelds foként az LPS indukcidt kovetden a reaktiv oxigén gyokok
megjelenéséért. Az LPS pedig a jelatviteli folyamatokon keresztiil képes szabdlyozni a
NADH dehidrogenézrol levalo elektronok mennyiségét. Ugyanis a TLR4 jelatvitele soran
aktivalodo TRAF6, ubiquitinalja az ECSIT fehérjét, mely ezt kovetden nagy mennyiségben
megjelenik a mitokondrium belsé membranjaban, €s nagy valdsziniileg kivaltja az elektronok
levalasat az I-es komplexrdl (211). Az ECSIT fehérje a TAK1/TRAF6 komplex részeként
elengedhetetlen az NF-«xB aktivacidjaban is (228). Ugyanakkor az ECSIT ¢és a TRAF6 fehérje
egyarant sziikséges ahhoz is, hogy a mitokondriumok korbevegyék az LPS-t tartalmazd
fagoszomakat (211).

A szepszis kezelése

Amerikdban évente tobb mint 750 000 embert kezelnek sulyos szepszissel (21, 22), és egy
becslés szerint évente 19 millio eset fordulhat elé vilagszerte (229). Ugyanakkor a
szepszisben szenvedd betegeknek 60%-a a hatvanotddik életévét betdltott korcsoportbol keriil
ki. A mortalitdsi adatokat vizsgalva, a modern egészségligyi beavatkozasok ellenére, a
szepszisben elhalalozo betegek 75%-at teszik ki a 65 évnél id6sebb emberek (230). A szepszis
a fiatalabb korosztalyban sokkal ritkabban jelenik meg, és a mortalitasa is jelentdsen kisebb
mértékii. Ezt j6] szemlélteti az az Amerikai Egyesiilt Allamokban késziilt felmérés, mely arrol
szamol be, hogy 10000 gyermekbdl évente 2, mig 10000 85 évnél iddsebb ember esetében
pedig évente 262 ember betegszik meg szepszisben. Ugyanakkor a szepszis mortalitdsa a
fiatal populacioban 10%-0s, az id6sekében pedig 38%-0s (231). A korcsoportok kozotti
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kiilonbség abbol adodik, hogy az idésebb emberek immunrendszere mar messze nem olyan
hatékonyan miikodik (232). A szepszist tulélé beteg esetében még azt is figyelembe kell
venni, hogy a kérhézi kezelést kdvetden a szepszis kovetkezményeként a szervek karosodnak,
ami tovabb gyengiti a szervezetet. A szepszist kiilonb6z6 mikroorganizmusok valtjak ki
(virusok, gombak, ¢és baktériumok). Jelenleg pedig csak antibiotikus kezelés folyik az intenziv
osztalyokon. Ugyanakkor elkezdtek megjelenni a multirezistens baktériumok, ebbdl adodoan
a jelenlegi kezelés sem biztosithat mar sokaig megoldast. Igy egyre siirgetbbi vélik, hogy Gj
¢s hatékonyabb megoldast talaljunk a szepszis kezelésére.

A szepszis kezelésénél figyelembe kell venni, hogy a gyulladas és az immunfolyamatok a
korfolyamat el6re haladasaval folyamatosan valtoznak. igy kezdetben az elsédleges fertzés
soran fellépd szisztémas gyulladast, valamint a sulyos szepszis soran a tobbszervi
diszfunkcids szindroma klinikai tiineteit kell csokkenteni. Késébb az immunrendszer
legyengiilésébdl adodoan megjelend masodlagos fertézések kialakuldsat kell elkeriilni. A
legjobb megoldas a fentiekbdl adéddan az lenne, ha az immunfolyamatokat és a gyulladast
kezdetben csokkenteni tudnank, késObbiekben pedig erdsitenénk az immunrendszer
miilkodését. Ez utobbi azért is fontos, mivel a betegség tobbnyire id6s, immungyenge
betegeket érint. Emellett fontos, hogy a gyulladast szabalyozé proinflammatorikus ¢€s
antiinflammatorikus citokinek sejt és szervszintli termelését egy kozepes értéken allitsuk be,
valamint biztositsuk a megfeleld keringést, oxigén és tapanyagellatast.

Jelenleg a szepszist a lazas (>38,5 °C) betegektdl levett vérben a prokalcitonin (PCT) és
egyes németorszagi laborokban a PCT mellett a C-reaktiv protein szint emelkedése alapjan
diagnosztizaljak. Itt azonban meg kell emliteni, hogy a PCT szenzitivebb ¢€s koraibb (24 6ran
beliil) markere a szepszisnek. A 14z (=38,5 °C) megjelenésekor levett vérbél meghatarozzak a
betegséget okozd baktérium tipusat is. A stlyos szepszis és a szeptikus egyarant intenziv
osztalyon torténd kezelést igényel. Jelenleg a korhdazakban antibiotikum kezelés folyik. Az
antibiotikum kezelést az alapjan hatarozzdk meg, hogy a fertdzésnek mi volt a kiindulési
helye a szervezetben, milyen mikrobialis kornyezetben (otthon, kérhaz) alakul ki, milyen a
beteg kortorténete valamint a kezelés helyén (korhaz) milyen korokozok fordulnak eld. Ha
nem megfeleld antibiotikumot hasznalnak, és a kezelés idoben késik, az a beteg halalat
okozhatja (233). Igy az intravénas antibiotikum kezelést a lehetd leghamarabb kell elkezdeni,
¢s olyan antibiotikumot kell valasztani, amely biztosan hatdsos a felmeriil6 Osszes
korokozoval szemben. Altaldnossagban a kezelés soran elsé lépésben olyan antibiotikum
adasa szilikséges, amely a korokozok széles korében hatasos, majd, ha van ra lehetdség, akkor
a korokozora specifikus antibiotikumra kell valtani. Mivel a széles spektrumt antibiotikumok
kivalthatjak multirezisztens korokozok kialakulasat, valamint toxikus mellékhatasuk is van
(234). Az még mindig nem egyértelmii hogy a kombinalt antibiotikum kezelés, vagy egy
megfeleld antibiotikum a hatasosabb (235, 236, 237, 238). Jelenleg tigy gondoljak, hogy a
kombinalt antibiotikum kezelés akkor hatdsos, ha a szepszist Pseudomonas fajok valtjak ki,
vagy a betegség tiinetei koz¢é tartozik a korosan alacsony neutrofil szam (neutropénia) (235).
Antifungalis terapiat akkor alkalmaznak, ha a kandidiazis veszélye nagy (235). Ha a fert6zés
gbcara, példaul tilyog esetében, nem hat az antibiotikum, sebészi beavatkozas sziikséges. Az
antibiotikus kezelés mellett a komplikaciok elkeriilésének érdekében folyamatosan vizsgaljak
a beteg allapotat, és ha kell, mesterségesen segitik a szervek miikddését (pl.: gépi
I¢legeztetés). Az antimikrobidlis szereknek és a szervek mesterséges miikodésének
biztositasanak koszonhetden, a betegek jelentds része tuléli a kezdeti hiperinflammatorikus
szakaszt, de ezt kovetéen még igy is jelen vannak a betegség nyomai, a szervek nem
megfelelé mikodése. Azoknal a betegeknél, melyek tulélik a szepszis hiperinflammatorikus
szakaszat, és tovabbra is intenziv ellatdsban részesiilnek, valamint bizonyitottan az
immunszupresszié tlineteit mutatjak, és az antibiotikum kezelés ellenére, megjelennek a
masodlagos bakterialis fertézések vagy a latens virusok jra aktivalédnak (7, 8, 32, 238, 239,
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240, 241), szikkség van az immunrendszer megerdsitésére. A megfeleld gyogymod
megtalalasa ma még siirgetébbé valt, mivel mar elkezdtek megjelenni a multirezisztens
baktériumok, melyekre mar nem hatnak az antibiotikumok.

Immunerdsito citokinek a szepszis kezelésében

Szamos klinikai tanulmany igazolja, hogy a granulocita monocita koloniastimulalé faktor
(GM-CSF) és a rekombinans human IL-7 hatdsos immunerésité (242, 243). A GM-CSF
aktivalja a neutrofil granulocitdkat és a makrofagokat, emellett az immunszupresszans
szakaszban lecsokkenti a mesterséges I¢legeztetés valamint a korhdzi kezelés iddtartalmat
szeptikus betegeknél (243). Az IL-7 citokin pedig kivaltja a memoria T-sejtek osztodasat,
aktivaciojat, megndveli vérben keringd CD4" és CD8" T-sejtek szamat, a T-sejtek
receptorainak a diverzitasat, a 1ép és a nyirokcsomdok méretét €s lecsokkenti a limfocitak
apoptozisat. Helyreallitja a lecsokkent INFy szintet, mely a makrofagok aktivaciojahoz
sziikséges, és fokozza a tulélést szepszisben (244, 245, 246, 247, 248). Egy masik hatdsos
immunerdsitd citokin lehet az INFy, mely a monocitdk és makrofagok aktivalasdban vesz
részt. Az INFy helyreallitja a kiilonboz6 szeptikus betegek (LPS-indukalta és sztafilokokkalis)
immunszupresszans szakaszabol szarmazo makrofagok csokkent proinflammatorikus
citokinjének (TNF-a) a szekréciojat és makrofagok aktivitasat (249, 250).

A gyalladascsokkento polifenolok a szepszis kezelésében

A polifenolok - melyeket megtalaljuk a gylimolcsokben, a zoldségekben, a sz6loben,
magvakban és a viragokban - a novényvilag masodlagos anyagcsere termékei (251). Melyeket
a novények a kartevok, az oxidativ folyamatok, a sériilések, és gombafert6zések valamint az
UV sugarzas hatasara termelnek (252) az antifungalis és antibakterialis és antioxidans
tulajdonsagaik miatt (253, 254, 255). Az antioxidans, ill. szabadgyokfogd tulajdonsagaikat
kiilonb6z6 csoportjaiknak (hidroxil, aldehid) és a kettds kotéseiknek koszonhetik (256, 257).
A polifenolok legalabb egy fenolos gyliriit tartalmaznak, amihez egy vagy tobb hidroxil
csoport kapcsolddik, de ezeken kiviil szamos mas csoport is kapcsoldodhat hozzajuk. A
polifenolok csoportjaba tartoznak az egyszerii fenolok, fenolos alkoholokat, a hidroxi-
fah¢jsavakat, fenilpropanoidok, benzoesavak, flavonoidok, stilbének, tanninok, lignanok és
ligninek valamint ezek szarmazékai és polimerizalt formai (252). Az allati szervezetekbe csak
a novényi taplalék elfogyasztasaval keriilhetnek be, mivel az allati szervezetek nem tudjak
el6allitani. Ugyanakkor az elfogyasztott élelmiszerekben talalhatd polifenolok feleldsek sok
esetben a szin, aroma, kesernyés vagy savanyu iz és az illat kialakitasaért (252). A polifenolok
egy része a taplalkozast kovetden kozvetleniil felszivodik és kifejti biologiai hatdsat, masik
résziik a bélben talalhaté mikrofléra metabolikus folyamatai soran atalakul, és csak ezutan
hasznosul (258). A polifenolok egészségre gyakorolt pozitiv hatasardl szamos tanulmany
beszamol. Igy a polifenolok rakellenes, antiallergén, immunrendszert erdsité, trombozist
megel6z6, gyulladascsokkentd, értagitd, mikroba ellenes és antioxidéns tulajdonsagokkal
rendelkeznek (252-255, 258, 259).

A rezveratrol

A polifenolok kozé tartozo rezveratrol stilbenoid szerkezettel rendelkezik (16 abra). A
rezveratrolnak egy cisz (16. A abra) és egy transz (transz-3,40,5-trihidroxilsztilbén) (16. B
abra) izoformaja van. Biologiai aktivitasa azonban csak a transz izoformanak van (260). A
rezveratrol megtalalhato az étcsokoladéban, a mogyordoban, a sz6l6ben és nagy mennyiségben
a vOrds borban. Antioxidans hatdsat egyrészt annak koszonheti, hogy a szabadgyokokkel
reakcioba 1éphet mindharom hidroxid-csoportja, valamint a ketts kotései is. A rezveratrol
emellett avval is gatolja a gyulladast, hogy moddositja a jelatviteli titvonalakat és ennek
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koszonhetéen a génexpressziot. Igy a rezveratrol az LPS indukalta szepszis esetén gétolja a
makrofagokban (RAWy7.4) az NF-xB transzkripciods faktor aktivaciodjat, és az NF-kB indukalt
gének, a COX-2, az INOS, a TNF-a és az IL-1B gének atirasat. A rezveratrol gatolja még a
makrofagokban gyulladast kialakité MAP kindzok aktivaciojat is, és fokozza a sejtek tulélését
biztositdo és a MAPK utvonalakat gatld Akt aktivaciojat (261-263). A rezveratrol a gyulladas
mellett hatdsos a sziv €s érrendszeri megbetegedéseket illetden, idegrendszeri betegségeknél
(Alzheimer) és rakos megbetegedések esetén is (262, 264). Emellett az akut 1éguti sériilés
(ALI) soran a rezveratrol koncentraciofiiggdé modon gatolja a LPS kezelést kovetOen
megndvekedett proinflammatorikus citokinek mennyiségét, és a tiid6 6déma mértékét is

(265).
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16. abra A cisz-rezveratrol és a transz-rezveratrol. A cisz-rezveratrol (A) and transz-rezveratrol (B)
szerkezeti felépitése.

A ferulsav és a ferulaldehid

A polifenolok ko6z¢é tartozo ferulsav (4-hidroxi-3-metoxi fahéjsav) a névényekben a fenil-
alaninbol és a tirozinbdl jon létre a sikimat utvonalon (17. A abra). Elsésorban magvakban
fordul el6 szabad formaban, vagy pedig kovalensen kapcsolodik a ligninhez vagy mas
biopolimerekhez. Emellett megtalalhato még a kavéban, a sorben, az édes kukoricaban és a
rizsben is. A ferulsav szabadgyok fogd képességét a 3-metoxi-csoportnak, a 4-hidroxi-
csoportnak, a karboxil-csoportnak és a benzolgytiriinek koszonheti. A szabad gyokokkel vald
reakcid soran a benzolgyliri szénatomjai kozotti ketté kotések felhasadnak, valamint a
metoxi- és hidroxi-csoportok elektronokat veszitenek és a ferulsavbol fenoxi gyok keletkezik.
A fenoxi gyok rezonancia stabilitassal rendelkezik, mely megallitia a szabadgyokok
lancreakcidjat (238). A ferulsavbol a bélben talalhaté mikroflora metabolikus folyamati soran
vizben jol oldodo ferulaldehid keletkezik (266, 267) (17. B abra), ami az el6 szervezetben
ferulsavva alakul vissza (268). A ferulsav a rezveratrolhoz hasonld6 moédon gatolja a
gyulladast, mivel gatolja az LPS kezelést kovetden a makrofdgokban az NF-«xB transzkripcids
faktor aktivaciojat, és a NF-xB indukalta gének a TNF-a, az iNOS és a COX-2 expressziojat,
valamint a reaktiv oxigén gyokok termelését (269-272). A késobbiekben bemutatasra keriild
eredményeink azt mutatjak, hogy a ferulsav szarmazéka a ferulaldehid szintén gatolja az LPS-
indukélta MAP kinazok, az ERK1/2, a JNK1/2, a p-38 és az NF-B transzkripcids faktor
aktivaciojat, és az iNOS, valamint a COX-2 génexpresszidjat és az oxidativ stresszt. A
ferulaldehid emellett még fokozza az MKP1 aktivaciojat. Az MKP1 pedig defoszforilacioval
inaktivalja a MAP kinazokat (210).
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17. abra A ferulsav és a ferulaldehid. A ferulsav (A) és a ferulaldehid (B) szerkezete.
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A rezveratrol a CypD foszforildacidjaval gatolja az mPTP nyildsdt

A rezveratrol a gyulladast gatlo hatasat részben a belsé mitokondrialis poérusok nyilasanak
gatlasan keresztiil fejti ki, mivel a rezveratrol a CypD fehérje foszforilaciojaval gatolja a
szivizomszoOvet karosodasat az iszkémia-reperfuiziot kdvetéen. Ebben az esetben a rezveratrol
fokozza a reperfuzié lejtaszodasa utan a ciklikus guanozin monofoszfat (cGMP)/protein kinaz
G (PKG) utvonalon a GSK-3B (ser9) foszforilaciojat, és a mitokondriumba jutasat. A
foszforilalt GSK-3p a mitokondriumban pedig kozvetleniil kapcsolodik a CypD fehérjéhez és
gatolja a teljes porus nyilasat, és az izomszovet karosodasat (273). A rezveratrolhoz
hasonldan a ferulsav is fokozza az idegsejtekben GSK-3B (ser9) foszforilaciojat, de jelen
esetben az Akt aktivacidjan keresztiil (274, 275). A GSK-3p kinazt a makrofagokban az LPS
kezelés hatasara pedig a PI3K/Akt Gtvonalon aktivalodd Aktl szintén foszforilalja a 9. szerin
aminosavan. A PI3K/Akt utvonalon azonban nemcsak az Aktl, hanem az Akt2 is aktivalodik,
mely a foszforilaciojat kovetden bejut a mitokondriumba, és a foszforilalja a CypD fehérjét a
31. szerin aminosavon, amely ezt kovetden a belsé porusok nyilasanak gatlasaval jar (276).

A rezveratrol és a ferulsav és a ferulaldehid nagy valoszintséggel felépitésiikben részt
vevO azonos elemeknek koszonhetden hatnak azonos modon az LPS kezelést kovetéen a
jelatviteli folyamatokra. Ezért elképzelhetd, hogy a ferulsav €s a ferulaldehid a rezveratrolhoz
hasonloan gatolni fogja a belsé mitokondrialis porusok nyilasat szintén az Akt2 vagy a GSK-
3B és végiil a CypD fehérje foszforilacidjan keresztiil.

A PARP-1 fehérje funkcioja a szepszis kialakitasaban

A poli (ADP-ribdz) polimeraz (PARP) enzimnek 17 izomformaja van. A PARP enzimeket
szamos stimulus aktivalhatja. igy a PARP-1 és a PARP-2 enzimek miikodését kivalthatjak a
fokozott oxidativ stressz soran megjelend egyszali DNS torések. Ugyanakkor a PARP-1
enzim aktivalodik az LPS stimulus hatésara is.

A PARP fehérjék biztositjak a DNS javitasat és szabalyozzdak a génmiikiodést

A PARP fehérjék kiilonb6zé mddokon jarulnak hozza a sejtek taléléséhez. A PARP-5a és
PARP-5b példaul a telomerek hosszanak fenntartdsaval ndveli meg a sejtek életkorat. A
PARP-5a és a PARP-5b harom alegységgel rendelkezik (anakrin ismétlédéseket tartalmazo,
oligomerizacios, katalitikus), melyek koziil az anakrin ismétlddésekkel rendelkezd alegység
kapcsolodik a kromoszomak végén a telomerizaciot gatldo komplexhez, igy biztositva a
telomerek hosszanak fenntartasat (277). Emellett a PARP-1 és a PARP-2 DNS-ben 1év6
egyszall torések javitdsaban is részt vesz, melyek létrejohetnek fokozott oxidativ stressz
soran 1s. A PARP-1 egy DNS koto, egy kaszpazok altal hasithato, egy automodifikacios és
egy katalitikus alegységgel rendelkezik. A DNS kot6 alegység 2 cinkujj motivuma, a DNS-
ben bekdvetkezd egyszalu toréseknél az enzimet a DNS-hez kapcsoljak, amit az enzim
konformacios valtozasa kovet. Majd a katalitikus alegység létrehozza a poli (ADP-ribdz)
lancot, amely odavonzza a DNS hibajavitasat végzd enzimeket (DNS polimeraz B, a DNS
ligaz 1II, XRCC1) (278). A hibajavitast kovetden az automodositison atmend alegység
biztositja a fehérje levalasat a DNS-r6l. Abban az esetben, ha a DNS karosodas tulzottan
nagymértékii, és nagyobb energia sziikséges a javitdshoz, mint amennyi rendelkezésre all
megtorténik a PARP fehérjéknek a kaszpdz vagy a katepszin enzimek altali hasitdsa,
inaktivacioja (279). A PARP-1 izomformarol mar korabban leirtak, hogy szabalyozza DNS
metilacidjat, az imprintinget. Ebben az esetben a CTCF fehérje mennyiségének a ndovekedése,
mely a DNS CCCTC szekvencigjahoz kapcsolodik, onmagaban kivaltja a PARP-1
ADP-ribozilalja. A RARP-1 ezt kovetden fizikailag kapcsolodik a DNS-metiltranszferazhoz.
A metiltranszferaz ennek hatdsara pedig nem metilalja a DNS CpG dinukleotidjait, és igy
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lehetévé valik a gének kifejezédése (280). A PARP-1 mas modon is képes szabalyozni a
génatirast, azaz a hiszton fehérjék poli-ADP-ribolizacidjaval kivaltja a kromoszomak

crer

A PARP-1 fehérje fokozza az LPS indukdlta gyulladast

A PARP-1 kisebb mértékii aktivacidja képes fokozni a gyulladast. Ugyanakkor a tulzott
aktivacioja kivaltja a sejthalalt. A PARP-1 gyulladast fokozo hatasaval talalkozunk azokban a
makrofagok sejtekben, melyekben a megnovekedett PARP-1 mennyisége az NF-xB
koaktivatoraként fokozza a gyulladasos gének expresszidjat (282). Ugyanakkor az NF-«xB is
az Egrl és szamos transzkripcios faktor mellett ki tudja valtani a PARP-1 génexpressziojat
(283). Az NF-kB pedig az LPS indukalta gyulladas kialakitasanak elengedhetetlen
transzkripcios faktora. A PARP-1 gyulladiasban betoltott kimagaslo szerepét az Cikk is
bizonyitja, mely arrdl szdmol be, hogy a PARP-1 hianyanak hatisdra a normalis esetben
hatterében részben az all, hogy a PARP-1 -/- egerek vérében az immunsejtek és szervek altal
termelt gyulladést kialakito citokinek (TNF-a, IFN-y) szintje szignifikdnsan lecsdkkent a vad
tipust egerekben mért értékekhez képest (278). A vérben a citokinek szintjének szignifikans
csokkenését megfigyeltétk PARP-1 -/- egerckben a vakbél lekotését és kilyukasztasat
kovetden megjelend szepszis soran is (284). Ugyanakkor a PARP1-/- egerekbdl izolalt
peritonealis makrofagokban a PARP-1 hidnya az LPS (1 pg/ml) kezelést kovetden
szignifikansan meggatolta az LPS indukalta NF-kB aktivaciojat, és az NF-kB-fiiggd gén az
iNOS génexpresszidjat, valamint az NO mennyiségét jelzo nitrit szintjét is (278). Ezeket az
eredményeket vizsgalva elmondhatjuk, hogy a PARP-1 hianyanak esetében teljesiilnek azok a
feltételek, melyeket kordbban a szepszis kezelésénél megfogalmaztam. Tehat a PARP-1
hidnya gatolja a gyulladas hiperinflammatorikus szakaszat kialakité citokin viharnak nevezett
jelenséget, valamint az immunfolyamatokat. Mdra mar szamos tanulmany sziiletett, melyek a
PARP-1 gatlok hatasat vizsgaltak az egerekben lejatszodé szeptikus folyamatokban. A PARP-
1 enzim aktivitasat gatlé 4-hydroxyquinazolinrol leirtak, hogy tovabb fokozza az LPS-el (20
mg/tskg, ip.) kezelt egerek kiillonbozd szerveiben (tiido, maj, 1ép) a tulélését biztositd Aktl
(Ser473, Thr308) aktivacidjat a PI3K/Akt utvonalon. Mikozben szignifikansan gatolja a
gyulladast kialakito ERK, a p38 és az NF-kB és az AP-1 aktivacigjat (285). A PJ34 PARP-1
gatlorol szintén leirtdk, hogy kiillonbozd szervekben szignifikdnsan lecsokkentette az LPS (10
mg/tskg) kezelést kovetden az NF-kappaB aktivaciojat, az apoptozist €és a nekrdzist, mikdzben
fokozza az Aktl aktivaciojat (286).

A PARP-1 aktivdacioja a mitokondridalis porusok nyitisan keresztiil hozzajarul a ROS
termeléshez, az apoptozishoz és a nekrozishoz

A PARP gatlok a PI3K/Akt utvonalon az Aktl (Serd73) és a GSK-3p (Ser9)
foszforilacigjanak fokozasan keresztiil gatoltdk a mitokondrium hidrogén-peroxid indukalta
belsd porusnyilasat jelzé depolarizacigjat (287). Ebbdl adédéan a PARP-1 hidnya nagy
valoszinliséggel a mitokondrium belsd porusnyilasan €és ROS termelésén keresztiil gatolta a
vakbél lekotését és kilyukasztasat kovetden kialakuld szeptikus folyamatokban a kiilonb6zd
szervekben (tiid6, 1ép) az oxidativ stressz mértékét (284). A PARP-1 azonban nemcsak a
mitokondrium belsé porusnyildsat képes kivaltani, hanem a tilzott aktivacidja soran képzddo
PAR képes kivaltani a mitokondrium kiils6 pérusainak nyilasat €s az intermembran térben
1évé proapoptotikus faktor, az AIF kiszabadulasat €s a sejtmagba helyezddését (288). A
PARP-1 talzott aktivacidja azonban nemcsak apoptédzist, hanem nekrézist is okoz. Korabban
mar leirtdk, hogy a fokozott poli (ADP-rib6z) polimeraz reakcioval egyiitt jar a NAD" és az
ATP raktarak kimertilése és ennek kdszonhetden a nekrdzis. Ennek hatterében egyrészt az all,
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hogy a PARP-1 poli (ADP-rib6z) (PAR) eldallitasahoz szubsztratként NAD'-ot hasznal. A
NAD" pedig szamos biokémiai ATP termelé biokémiai folyamathoz (gliikolizis, aminosavak
lebontasa, f-oxidacid) sziikséges. Masrészt a PARP-1 az ATP szint csokkenését a gliikolizis
egyik enzimének a hexokinaznak a gatladsaval éri el (289). Harmadrészt pedig a PARP-1 a
PI3K/Akt utvonalon az Aktl (Serd73) és a GSK3p (Ser9) foszforilaciojan keresztiil gatolja a
mitokondrium bels6é poérusainak nyilasasat jelzé depolarizaciojat. (287). Ami pedig egylitt jar
az elektrontranszportlanc miikodési zavarabol adodoan a ROS termelésével és az ATP
szintézis csOkkenésével. Ugyanakkor, ha PARP-1 aktivaciojat kovetden megjelend, a
mitokondrium kiils6 és a belsd membranjan ativel6 poérusok rovid ideig vannak nyitva,
apoptozist, ha pedig hosszabb ideig vannak nyitva, nekrézist valtanak ki (166, 284, 288, 287,
290, 291).
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Célkituzeések

A CypD specifikus gatloszerének tartott CsA kozvetleniil kapcsolodik a CypD fehérjéhez,
és gatolja a CypD bels6é porusokat nyitd hatasat az izolalt mitokondriumokban, a sejtekben a
kalcineurin gatlasan keresztiil azonban gatolja a MAP kinazokat defoszforilalo MKP-1 fehérje
expresszidjat is, igy fokozza a MAP kinazok aktivacidjat és a gyulladast. A CsA emellett
gatolja még a ciklofilin A, B és C fehérjéket is (292). A ciklofilin A gatlasaval
immunszupresszans hatasat fejti ki, mikézben a ciklofilin A és B gatlasaval a
CsA nem specifikus hatasait, mi CypD deficiens és vad tipust egerekbdl izolalt peritoneélis
makrofagokkal valamint az egerek tiidejével dolgoztunk.

1. Célunk volt, hogy megvizsgaltuk azt, hogy a vad tipusu sejtekben az LPS kezelés
valdban kivaltja-e a mitokondrium belsé porusainak nyilasat és a mitokondrium evvel egyiitt
jar6 depolarizaciojat. Valamint, hogy a CypD hianya milyen mértékben gatolja a bels6
porusok nyilasat.

2. Meg akartuk tudni azt is, hogy a CypD hiadnya a belsd porusok nyiladsanak gatlasaval,
milyen mértékben jarul hozzd a mitokondrium ROS termeléséhez az LPS-el kezelt
peritonealis makrofagokban. Ugyanakkor a mitokondrium ROS termelése hogyan hat a teljes
sejt ROS termelésére.

3. Emellett célul tliztiik ki azt is, hogy megvizsgaljuk, hogy a peritonealis makrofdgokban
a CypD hianya a ROS termelés csokkenésén keresztiil gatolja-e a gyulladas kialakitasaban
elengedhetetlen NF-xB aktivaciojat, és az NF-xB indukalt gének (TNF-o, iNOS) atirasat.
Valamint, az oxidativ stressz csokkenésével, novekszik-e a FoxOl és a FoxO-3a
transzkripcids faktorok inaktivacidja, és a FoxO1l és a FoxO-3a transzkripcios faktorokat
inaktivalo Akt aktivacioja.

Annak ellenére, hogy a polifenolok kozé tartozo ferulsav és rezveratrol szerkezeti
azonossagaik mellett szerkezeti kiilonbségekkel is rendelkeznek, azonos médon gatoltak a
gyulladast kialakit6 MAP kinazok és az NF-«kB aktivaciojat. S6t a rezveratrol az LPS-el kezelt
makrofagokban gatolta még a mitokondrium poérusnyilasat és depolarizaciojat a CypD
foszforilacidjan keresztiil, valamint fokozta az ATP termelését.

5. fgy célul tiiztiik ki, hogy megvizsgaljuk azt is, hogy a RAW264,7 szekunder makrofag
sejtekben a ferulaldehid mekkora mértékben gatoltja az LPS kezelést kovetden a
mitokondriumok belsd pdrusnyilasat jelz6 mitokondridlis depolarizacidt. Valamint, hogy az
LPS kezelést kovetden a ferulaldehid a teljes sejt ROS termelésére gyakorolt hatdsat az
oxidativ stressz vagy a bels6 mitokondridlis porusok nyildsanak gatlasan keresztiil fejti ki.

6. Meg akartuk tudni azt is, hogy a ferulaldehid féként az antioxidans vagy a jelatvitelre
gyakorolt hatasan keresztiil gatolja-e a MAP kinazok és az NF-kB aktivaciojat, és az iNOS—t
kodold gén expressziojat. Valamint, hogy az Aktl és a Gsk-3p foszforilaciojan keresztiil hat-e
CypD fehérje foszforilaciojara, és a mitokondrium belsé porusainak a nyilasara.

Az irodalomban olvashatjuk, hogy a CypD PI3K/Akt2 utvonalon torténd
foszforilacigjanak gatlasaval kivalthatdo a rdkos sejtek haldla. Valamint a PARP fehérjék
aktivacioja a PI3K/Aktl utvonalon kivaltjak a gyulladas soran az mPTP nyilasat, és fokozza a
gyulladasos gének atirasat, ugyanakkor fokozott aktivacioja kivaltja a sejthalalt.

7. Ezeknek ismeretében célul thztiik ki, hogy megvizsgaljuk, azt hogy IK11 kezelése
kivaltja-e a rdkos HepG2 m4;j sejtek mitokondriumainak mPTP nyilasat jelzd depolarizacigjat,
ROS termelését és végiil a sejtek apoptozisat valamint nekrozisat. Ugyanakkor azt is meg
akartuk tudni, hogy a PARP aktivacidja az IK11 kezelést kovetden a sejthalal kialakitasaban
mekkora mértékben vesz részt. Valamint, hogy a PARP aktivaciojanak a gatlasa milyen
jelatviteli folyamatokon keresztiil gatolja a sejthalalt, valamint a sejthalalt a mitokondrialis
porusnyilds gatlasan keresztiil szabalyozza-e.
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Anyag és modszer

Reagensek

Minden vegyszert, sejttenyésztd oldatot, az Escherichia coli lipopoliszacharidot (LPS)
(0127: B8), a proteaz és foszfataz inhibitor koktélt, a calcein-acetomethoxy (AM)
szarmazékot, A23187 kalcium ionofort, a dihidrorodamin 123 fluoreszcens festéket és a
peroxidaz enzimmel Osszekapcsolt anti-egér IgG masodlagos antitestet a Sigma-Aldrich
(Budapest, Magyarorszag) cégtdl vasaroltuk. A torma peroxidaz konjugalt anti-nyul IgG
szekunder antitestet, az anti-foszfo-forkhead box O (FOXO)-1 és FOXO-3a els6dleges
antitesteket a BIO-RAD Magyarorszag Ltd. vallalattol rendeltiik (Budapest, Magyarorszag).
Az els6dleges anti-foszfo-Aktl (Ser473), az anti-foszfo-NF-xB p65 (Ser536), anti-foszfo-
44/42-MAPK  (Thr202/Tyr204), anti-foszfo-p38-MAPK (Thrl80/Tyr182), anti-foszfo-
SAPK/INK (Thr183/Tyr185) a Cell Signalling Technology (Danvers, MA, USA) tarsasagtol
vasaroltuk. A HepG2 sejteknél hasznalt anti-foszfo-JNK (Thr183/Tyr185) antitestet az R&D
cégtdl rendeltiik. Az MKP-1 (C-19) els6dleges antitestet a Santa Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, CA, USA) tarsasagtol vasaroltuk. Anti-gliceraldehid 3-foszfat-dehidrogenazt (GAPDH)
¢és anti-hiszton H1 primer antitesteket a Millipore Merck Ltd. (Budapest, Magyarorszag) és az
Abcam vallalattél (Cambridge, Egyesiilt Kiralysag) rendeltiik. A Co (I) klorid-6-hidratot a
Reanal (Budapest, Magyarorszag), a 5,5',6,6'-tetraklor-1,1',3,3'-tetraethylbenzimidazolo-
carbocyanine jodidot (JC-1), és 5-(és-6)-karboxi-2',7'-dichlorodihydro-fluorescein-diacetatot
(C-400) a Molecular Probes cégtél (Csertex Kft, Budapest, Magyarorszag) vasaroltuk. Az
LY294002 a PI3K, az Akt gatlészer IV az Akt és az SP600125 a JNK aktivacidjanak
gatloszere. Ezeket a termékeket a Calbiochem cégtdl vasaroltuk. A PJ34 PARP gatloszert és a
transz-rezveratrolt a Sigma-Aldrich cégtdl vettik. Az IK11-et mi szintetizaltuk (296) és
dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldottuk fel, mikdzben ezerszeresére higitottuk. A HO3089
(297) és a L2286 (298) PARP gatlokat és a ferulaldehidet professzor Hideg Kalman
professzor urtél kaptuk (PTE AOK Szerves és Gyogyszerkémiai Intézet, Magyarorszag,
Pécs). Az Escherichia coli baktériumtol szarmazo LPS-t (0127: B8) a Sigma-Aldrich
(Budapest, Magyarorszag) cégtdl rendeltiik.

Egerek

A him homozigoéta Ppif -/- cyclophilin D knock-out és a vad tipusu C57BL/6 egereket
Prof. Dr. Tretter Laszl6tol kaptuk (Semmelweis Egyetem, Budapest, Magyarorszag). A CypD
-/- és a vad tipusu C57BL/6 egereket sztenderdizalt koriilmények kozott az USNIH altal
megfogalmazott laboratoriumi allatok tartasara és hasznalatara vonatkozd szabalyzatnak
megfelelden tartottuk. Az egereknek tetszés szerint csapvizet adtunk. Emellett az egereknek
kukoricat, arpat, buzat, tejport, siit6 élesztt, meszet és szojat tartalmazo tisztitatlan diétan
tartottunk (Szindbad Ltd, Go6dolls). Allatkisérletek a helyi Elelmiszerlanc-biztonsagi és
Allategészségiigyi Igazgatosag szabalyainak megfeleléen torténtek. Minden kisérleti eljarast a
Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Karanak allatkisérleteket feliilvizsgald
bizottsaga jovahagyott.

Sejtkultarak

Els6dleges peritonealis makrofagokat a Zhang ¢és a munkatarsai (299) altal leirt
protokollnak megfelel6en izolaltuk a CypD -/- és vad tipust 16-20 hetes egerekbdl, melyek
testsulya 22-35 g kozott mozgott. Az izolalast kdvetden a sejteket 6 vagy 96 lyuka
sejttenyésztd lemezeken osztottuk el. A 96 lyuku lemezek miden lyukaba 10° vagy 2x10° sejt
jutott. A 6 lyuku lemez esetében 80%-0s volt a lefedettség. A masodlagos RAW264,7 egér
makrofag sejtvonal (ECACC, Salisbury, UK) esetében a sejteket szintén 6 vagy 96 lyukua
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sejttenyésztd lemezeken osztottuk el. A 96 lyuku sejttenyésztd lemezek lyukaiban 2 x 10° sejt,
mig a 6 lyuki esetében 2 x 10° RAW264,7 sejt volt. Mind a primer intraperitonealis
makrofagokat, mind a RAW264,7 sejteket endotoxinra tesztelt DMEM (Dulbecco's modified
Eagle's medium) tenyésztd oldatban tartottuk, amely tartalmazott még 8 mM koncentracioban
L-glutamin, 10%-ban magzati borju szérumot és az intraperitonealis makrofagok esetében
még 0,1 %-ban penicillin-sztreptomicint is. A termosztat 5% CO, és 37°C értékekre lett
beallitva.

HepG2 human maj daganatos sejtvonalat, melyet az European Collection of Cell Cultures
cégtdl vettiink, DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) médiumban tartottunk fel.
mely10%-ban tartalmazott magzati borji szérumot. A termosztat 5% CO; és 37°C értékekre
lett beallitva. Az ¢életképességi Vizsgélatnél a 96 lyuku sejttenyésztd lemezek lyukaiban 2 X
10, mig a ROS mérés esetén 2 x 10° sejt volt.

A PARP elcsendesitése siRNS technikaval

A poli(ADP-rib6z) polimeraz (PARP) reakciot katalizalo fehérjék -elcsendesitésére
hasznalt siRNS-t egy céggel terveztettiik meg (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). A
HepG2 sejteket sSiRNS-t tranziensen Lipofektaminnal 2000-el transzfektaltuk egy
meghatarozott médiumban (Opti-MEM | Reduced Serum Medium), melyet az Invitrogen
cégtdl rendeltiink. Ahhoz, hogy biztositsuk a PARP fehérjék SiRNS torténd gatlasat, 48
oranként haromszor transzfektaltuk a HepG2 sejteket SiIRNS-el. Valamint az utolsé
transzfekciot kdvetden, 40 6ra milva végeztiik el a kisérletet.

Immunoblot

A 80%-0s lefedettségli CypD -/- és vad tipusu peritonealis makrofag sejteket a 6 lyuka
sejttenyésztd lemezeken 1 pg/ml LPS-el kezeltiik 90 percig. Ezt kovetden egyszer atmostuk
pufferrel (PBS), és ultrahang segitségével feltartuk 100 pl oldatban (50 mM 4-(2-hidroxi-etil)-
piperazin-1-etan-szulfonsav (HEPES), 150 mM NaCl, 1 mM etilén-diamin-tetraecetsav
(EDTA), 2,5 mM etilén-glikol-tetraecetsav (EGTA), 0,1% polioxietilén (20) szorbitan-
monolaurat (Tween-20), 10% glicerin, 0,1 mM NazVO4, 10 mM 1, 4-ditiotreitol (DTT),
proteaz és foszfataz inhibitor koktél). A mintak fehérje tartalmat minden esetben egy erre a
célra vasarolt készlet (DC™ Protein Assay Kit, Bio-Rad, Hercules, CA) segitségével
hataroztuk meg. Majd mindharom sejtlizatumokhoz 2x Laemmli mintapuffert adtunk, a
mintakat ezt kovetden 5 percig foztik és 17000 g-vel centrifugaltuk 5 percig, majd a
feliiluszot hasznaltuk.

A RAW?264,7 sejtek esetében 2 x 10° sejt volt 6 lyukt lemezek minden egyes lyukdban. A
RAW264,7 sejteket ebben az esetben 100 ng/ml LPS-el és/vagy 50 uM ferulaldehiddel
kezeltiik 10 vagy 30 percig, majd a sejteket jéghideg lizispufferben vettiik fel, amely 0,5 mM
natrium-metavanadatot, 1 mM EDTA-t és a proteaz inhibitor koktélt tartalmazott PBS-ben
feloldva.

A HepG2 sejteket ezerszeres higitasban DMSO-val (oldészeres kontroll) vagy az
ezerszeres higitasa DMSO-ban feloldott 10 uM koncentracioju 1K11-el és/vagy 10 uM PJ34
PARP gatloval kezeltiik. A PARP gatlot 1 oraval az IK11 kezelés el6tt adtuk a sejtekhez,
majd az IK11 kezelést kdvetdn 6 oran keresztiil inkubaltuk. A HepG2 sejteket ezt kovetden
feltartuk lizis pufferben (0,5 mM natrium-metavanadat, ImM EDTA, protedz és foszfataz
gatldo keverék PBS-ben feloldva). A RAW264,7 ¢s HepG2 sejtek lizisét kdvetéen az
oldatokban 1év6 fehérjéket triklor-ecetsavval kicsaptuk, majd haromszor atmossuk -20 °C-0s
acetonnal. Az iiledéket ezt kovetden felvettiik 1x Laemmli mintapufferben.

Az intraperitonealis, a HepG2 és a RAW264,7 sejtek esetében 20 pg fehérjét tartalmazo
minta oldatokat valasztottuk el 10%-0s vagy 12%-0s natrium-dodecil-szulfat gélen és
nitrocellulé6z membranra vittiik at. A membranokat blokkoltuk zsirmentes tejpor 5%-0s
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oldataval 1 6ran at szobahémérsékleten, és ezt kovetden egy éjszakan at 4 °C-on inkubaltuk a
membran csikokat az els6dleges antitestek (1:1000) jelenlétében. Majd ezt kovetden
szobahdmérsékleten 2 6rdn at inkubaltuk a membranokat a tormagyodkér-peroxiddz enzimmel
rendelkez6 masodlagos antitestek (1:5000) jelenlétében. A peroxidaz aktivitast ECL rendszer
(AP Hungary Ltd, Budapest, Hungary) segitségével mutattuk ki, melyben a szubsztrat
kemolumineszcens jelet bocsat ki, mely lehet6vé teszi a savok lathatova tételét rontgen
filmen. A filmen a savok intenzitasat a digitalizalas utan NIH Image] programmal mértiik
meg. A pixel siirtiséget minden esetben a (loading) kontrollhoz viszonyitva normalizaltuk.
Mindegyik immunoblot kisérletet legalabb harom alkalommal ismételtiik meg.

Az NF-kB aktivacigja

A sejtmag fehérje kivonatanak elkészitése

A CypD -/- és a vad tipusu peritonealis makrofag sejteket ugyantgy kezeltiik, mint az
immunoblot esetében. Ez kdvetden a sejteket hipotonias A pufferben vettiik fel (10 mM 4-(2-
hidroxi-etil) -1-piperazin-etanszulfonsav (HEPES), 10 mM KCI, 1 mM ditiotreitol (DTT), 0,1
mM EDTA, és 0,5 mM fenil-metil-szulfonil-fluorid, pH=7,6), majd 10 perc at jégben
tartottuk, és 10 masodpercig razattuk. A mintakat ezt kovetéen 12000 g fordulaton 20
masodpercig centrifugaltuk. A centrifugalas utan a sejtmag az iiledékben, mig a sejtplazma
fehérjéi a feliiluszoban jelentek meg. Az iiledékhez ezutan C puffer oldatot (20 mM HEPES,
1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0,5 mM fenil-metil-fluorid, 25% glicerin, és 0,4 M NaCl, pH=7,6)
adtunk, majd 30 percig jégen tartottuk, és ultrahang segitségével feltartuk. Ezt kovetéen
12000 g fordulaton 20 percig centrifugaltuk, majd a sejtmag fehérjéit tartalmaz6 feliiluszot —
70 °C-on taroltuk. Végiil a feliiliszokbol immunblot technikdval meghataroztuk a hiszton H1
fehérje mennyiségét.

Az NF-xB DNS kotodésének a vizsgalata

Miutan az peritonealis makrofag sejteket felvettiik A pufferben, 10 percen at jégen
tartottuk, majd 12000 g fordulaton 20 masodpercig centrifugaltuk. Az iiledékben 1évo
sejtmagot felvettilk C puffer oldatban, és ezt kdvetden szonikaltuk. Majd a 200 pg sejtmag
szuszpenziot 2 pg biotinilalt kettds szala oligonukleotid jelenlétében inkubaltuk 30 percig 4°C
vizfirdében. Az oligonukleotidok (biotin- CCTTGAAGGGATTTCCCTCC, Invitrogen) a
ragesalok NF-xB fehérjét kotd konszenzus DNS szekvenciaval rendelkeznek, melyekhez a
transzkripcios faktorok kapcsolodtak. Ezutan 30 pl sztreptavidinnel bevont magneses
mikrogyongyoket (Sigma - Aldrich) adtunk a mintdhoz, és az inkubalast még tovabbi 30
percig folytattuk. A gyongyoket magnes segitségével lehuztuk, és haromszor atmossuk
jéghideg PBS oldatban. Ezutan 25 pl merkaptoetanolt nem tartalmazo 2x Laemmli minta
puffert adtunk a mintakhoz, késébb 5 percen at forraltuk és a mintakat immunblot analizisnek
vetettiik ala (300). A feliltszoban 1évé hiszton H1 fehérje mennyiségét hasznaltuk
viszonyitasi alapként. Minden kisérletet haromszor ismételtiik meg.

TNF-a mérés a hasiiregi makrofag sejtek médiumaban

A 6 lyukt lemezeken az 80% boritasa CypD -/- és vad tipust peritonealis makrofag
sejteket 1 pg/ml lipopoliszachariddal 90 percig kezeltik, majd TNF-o mennyiségét
megmértilk a médium feliiliszojaban Quantikine M TNF-a szendvics ELISA Kit segitségével
(R & D Systems, Abingdon, UK) a gyart6 utasitasai szerint. Ezeket a kisérleteket haromszor
ismételtiik meg.
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A teljes sejt ROS termelésének meghatarozasa RAW?264,7, HepG2 és a peritonealis
makrofag sejtekben

A 96 lyuka tenyésztd lemez minden egyes lyukaba 2x10° CypD -/- és vad tipusa
intraperitonealis makrofagokat helyeztiink el. A médiumot masnap kicseréltiik 1 pg/ml LPS-t
tartalmazo vagy LPS-t nem tartalmazo friss médiumra. A RAW264,7 sejtek esetében a 96
lyukd lemez lyukanként 10° sejtet tartalmazott, és a sejteket 100 ng/ml lipopoliszachariddal
(LPS) és/vagy 1-100 uM ferulaldehiddel (FA) vagy csak (100 uM) ferulaldehiddel kezeltiik.
A ferulaldehidet 5 perccel az LPS kezelés elott adtuk a sejtek médiumaba, és az LPS és/vagy
FA kezelést kovetben 22 oOran at termosztatban inkubaltuk a sejteket. Majd a sejtek
médiumaba 2,4 dichlorodihydrofluorescein-diacetatot (C-400) adtunk 2 mg/l-es végsé
koncentracidban, és tovabbi 2 6ran at inkubaltuk. A fluoreszcenciat 485 nm gerjesztési és 555
nm emisszios hullamhosszon vizsgaltuk Glomax Multi+ (Promega, Mannheim, Németorszag)
multimodu olvasoval. A peritonealis és a RAW makrofag sejtek esetében is harom fliggetlen
kisérletet, és minden egyes kisérlet soran 6 parhuzamos vizsgalatot végeztiink.

A HepG2 sejtek esetében a 96 lyuku tenyésztdlemez lyukaiba 2 x 10° sejtet helyeztiink,
majd egy éjszakan at inkubaltuk. Masnap a médiumot kicseréltiik egy friss médiumra, és a
sejteket ezerszeres higitasban DMSO-val (olddszeres kontroll) vagy ezerszeres higitasu
DMSO-ban feloldott 0,1-10 uM koncentracioja IK11-el és/vagy 10 uM koncentracioju PJ34
N-acetil-ciszteint 5 perccel, a PARP gatlot egy oraval az IK11 kezelés el6tt adtuk a sejtekhez,
az SiRNS-el pedig 40 oraval az IK11 kezelést megel6z6en harom szakaszban transzfektaltuk a
sejteket. A kezelések utolso két drajaban a médiumba 2 mg/l-es végsé koncentracioban C400-
at adtunk, majd 485 nm gerjesztési és 555 nm emissziés hullamhosszon Glomax Multi+
(Promega, Mannheim, Németorszag) multiméda olvaséval megmértik a C400
fluoreszcencidjanak valtozasat. A HepG2 sejtek esetében harom fliggetlen kisérletet
végeztiink, és minden egyes kisérlet soran 6 parhuzamos vizsgalatot végeztiink.

A HepG2 sejtek életképességi vizsgalata

A HepG2 sejtek esetében a 96 lyuku tenyésztdlemez lyukaiban 2 x 10° sejtet helyeztiink,
majd egy éjszakan at inkubaltuk. Masnap a médiumot kicseréltiik egy friss médiumra, és a
sejteket ezerszeres higitaisban DMSO-val vagy ezerszeres higitasat DMSO-ban feloldott 0,1-
10 uM koncentracioju IK11-el és/vagy 2 mM NAC, 10 uM koncentracioju PJ34 PARP
gatloval kezeltik 24 oran at. A PARP gatlot egy oraval az IK11 kezelés eldtt adtuk a
sejtekhez. Emellett sSiRNS-el transzfektalt HepG2 sejteket is kezeltiik DMSO-ban feloldott 10
friss MTT-t 0,5%-ban tartalmazo6 DMEM médiumra, és tovabbi hdrom oran at inkubaltuk a
sejteket. Majd a formazanna redukalt MTT-t, 0,4%-ban HCI-t tartalmazo izopropanol
segitségével detektaltuk. A nem vizoldékony formazan festék koncentracidja alapjan
hataroztuk meg az €16 sejtek szamat. Miutdn a vizben nem old6dé formazant savanyitott
izopropanolban feloldottuk, megmértilk az abszorpciot Anthos Labtech 2010 plate-reader
segitségével 550 nm hulldmhosszon. Harom fliggetlen kisérlet sordn hat parhuzamos mérést
végeztiink.

A HepG2 sejteket ezerszeres higitasban DMSO-val (oldoszeres kontroll) vagy ezerszeres
higitast DMSO-ban feloldott IK11-el (10 uM) és/vagy 10 uM koncentracioban SP-600125-¢l
(JNK gatloszer), 32.54 uM koncentracioban L[Y294002-el (PI3K gatloszer), 5 uM
koncentracioban Akt-gatloszer IV.-el (specifikus Akt gatloszer) és 50 pM koncentracidban
rezveratrollal kezeltiik 24 oran keresztiil. A kezeléseket kovetden a médiumokat kicseréltiik,
friss MTT-t 0,5%-ban tartalmaz6 DMEM médiumra, és tovabbi harom oran at inkubaltuk a
sejteket. Majd a formazanna redukalt MTT-t, 0,4%-ban HCI-t tartalmaz6 izopropanol
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segitségével detektaltuk abszorpciot Anthos Labtech 2010 plate-reader segitségével 550 nm
hullamhosszon. Harom fiiggetlen kisérlet soran hat parhuzamos mérést végeztiink.

Sejtciklus analizalasa aramlasi citométerrel

A HepG2 sejtek sejtciklusat ugy szinkronizaltuk, hogy szérumhianyos médiumba
inkubaltuk a sejteket egy éjszakan at. Ezt kovetOen a sejteket 24 oran at kezeltilk vagy nem
kezeltik 10 uM koncentracioban PJ34 PARP gatloval vagy 10 uM koncentracioban IK11-el.
A kezeléseket kovetéen a sejteket 75%-0s alkohollal fixaltuk és permeabilizaltuk. Majd
atmostuk és festéket tartalmazoé médiumban inkubaltuk (10 pg/ml propidium-jodid és 100
ug/ml RNaz A PBS-ben feloldva) 1 6ran at 4 °C-on. A DNS tartalmat FACSCalibur aramlasi
citométerrel mértiik meg. Az adatokat FCS Express Version 3 szoftverrel értékeltiik ki. Majd
a G1, S, G2+M fazisban 1év6 sejtek értékeit szazalékban hataroztuk meg. Harom fiiggetlen
kisérletet végeztiink.

Nitrit kKoncentracio meghatarozasa

A 96 lyuki tenyészté lemez minden egyes lyukdba 10° CypD -/- és vad tipusa
intraperitonedlis makrofdgokat helyeztiink el, és egy éjszakén at inkubdltuk. A médiumot
masnap kicseréltiik 1 pg/ml LPS-t tartalmaz6 vagy LPS-t nem tartalmazé friss médiumra. A
RAW?264,7 sejtek esetében a 96 lyuka lemez lyukanként szintén 10° sejtet tartalmazott, de
ebben az esetben 100 ng/ml lipopoliszacharidot (LPS) és/vagy 1-100 uM ferulaldehidet (FA)
vagy csak 100 uM ferulaldehidet hasznaltunk. A ferulaldehidet minden esetben 5 perccel az
LPS kezelés elott adtuk a médiumba. Az LPS és/vagy FA kezelést kovetden 24 oOran at
inkubaltuk a primer és szekunder sejtvonalakat. Ezt kovetden a nitrit termelést a médiumban
hataroztuk meg, ugy hogy a sejtek médiumanak 50 mikroliteréhez 50 pl Griess reagenst
adtunk (1% sulphanilamide, 0.1% naphthylethylenediamide in 5% phosphoric acid) és a
fényelnyelést mértik 550 nm Glomax Multi+ multimédu olvaséval. A vizsgalat soran
legalabb 6 parhuzamos kisérletet ismételtiink meg haromszor.

A mitokondrialis ROS termelés meghatarozasa

A 96 lyuku tenyészté lemez minden egyes lyukaba 10° CypD -/- és vad tipusu peritonealis
makrofagokat helyeztiink el, és egy éjszakan at inkubéltuk. A médiumot masnap kicseréltiik 1
pg/ml LPS-t tartalmazo6 vagy LPS mentes friss médiumra, és 2, 10 és 22 d6ran at inkubaltuk.
Majd a sejteket médiumaba dihidrorodamin 123 adtunk 2 pM-0s végsé koncentracioban és
tovabbi 2 oran at inkubaltuk. A fluoreszcenciat 485 nm gerjesztési és 520 nm emisszios
hullamhosszon mértiik Glomax Multi+ (Promega, Mannheim, Németorszag) multimoda
olvasoval. A vizsgalat soran legalabb 6 parhuzamos kisérletet ismételtiink meg haromszor.

A mitokondrialis membranpotencial (A¥m) meghatarozasa a HepG2, Raw264,7 és a
peritonealis makrofag sejtekben

A 6 lyuku tenyészté lemezek minden egyes lyuka 80%-0s lefedettségben tartalmazott
CypD -/- és vad tipusu peritonealis makrofagok sejteket. A médiumot masnap kicseréltiik 1
pug/ml LPS-t tartalmazo vagy LPS mentes friss médiumra, és 90 percig inkubaltuk. Majd a
sejteket enyhe tripszinezés mellett, PBS-ben mostuk, és inkubaltuk szobahémérsékleten 2 uM
JC-1 jelenlétében 5 percig, vagy 10 percig kezeltik 100 nmol/l koncentracioban
fesziiltségfiiggd tetrametil-rodamin-metil-észter (TMRM) fluoreszcens festékkel. A
RAW264,7 sejteket eltéréen a peritonealis makrofag sejtektol 5, 10, 30 vagy 60 percig
ferulaldehiddel. A HepG2 sejteket ezerszeres higitasban DMSO-val (olddszeres kontroll)
vagy az ezerszeres higitasi DMSO-ban feloldott 10 uM IK11-el kezeltiik 30 percig. A
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RAW264,7 és a HepG2 sejteket a kezelést kovetden kétszer (RAW264,7) vagy egyszer
(HepG2) atmostuk hideg PBS oldattal, és 2 uM JC-1 fluoreszcens festékkel 15 percig
(RAW264,7) vagy 5 percig (HepG2) 37 °C-on inkubaltuk. Majd a HepG2 sejtek esetében a
sejteket atmostuk hideg PBS-ben. A JC-1 és TMRM festést kovetéen a RAW?264,7, a HepG2
¢s peritonealis makrofag sejteket BD FacsCalibur aramlasi citométerrel (BD Biosciences, San
Jose, CA, USA) vizsgaltuk. A JC-1 esetében a fluoreszcens festék felhalmozodik a
mitokondriumban és fesziiltségfiiggd modon jelzi a mitokondrium depolarizacidjat, mikdzben
a kibocsatott fluoreszcens fény a vorosrél (=590nm) zoldre (=529nm) valt. A mitokondrium
depolarizécidja soran a piros/zdld fluoreszcencia intenzitdsok aranya csokken, mikozben 488
nm hullamhossztsagu 1ézer fénnyel gerjesztiink. A TMRM egy fesziiltségfiiggd fluoreszcens
festék, mely szintén jelzi a membranpotencial valtozasat. A TMRM esetében 543 nm
hullamhosszasagu 1ézer fénnyel gerjesztettiink, és a kibocsatott fluoreszcens fényt 585
nanométeren vizsgaltuk. Az adatokat a CELLQuest szoftvert (BD Biosciences, San Jose, CA,
USA) segitségével értékeltiik ki. Minden kisérletet haromszor ismételtiik meg. A 6 lyuku
lemez lyukaiban a fedolemezeken 1évé6 RAW264,7 sejteket 100 ng/ml LPS és vagy 50 uM
ferulaldehiddel (FA) kezeltiik. A ferulaldehidet (50 pM) minden esetben 5 perccel az LPS
kezelés elott adtuk a sejtekhez. Az LPS kezelést kovetdn fél oran at inkubaltuk a sejteket,
majd a fedélemezt a targylemezre helyeztikk, ugy hogy a sejtek a két tiveglap kozott
helyezkedjenek el. Ezt kdvetden 488 nm-en gerjesztettiink és a zold és a piros fluoreszcens
fényt ProgRes C12 Plus kameraval rendelkezd Zeiss Axiovert 25 fluoreszcens mikroszkoppal
rogzitettiik, mikdzben 63X nagyitasi objektivvel, ¢€s epifluoreszcens megvilagitassal
dolgoztunk. A fényképezésnél ugyanazon a teriileten fényképeztiik le az emittalt voros és zold
fluoreszcens fényt, majd a két kiilonboz6 szinli képet egyesitettiik. A kisérletet haromszor
ismételtiik meg.

RNS extrakcié és kvantitativ reverz transzkriptaz polimeraz lancreakcié (Q-RT-PCR)

A 6 lyukii lemez lyukaiban a fedSlemezeken 1évé 2x10° RAW264,7 sejtet 100 ng/m
lipopoliszachariddal és/vagy 50 uM ferulaldehiddel (FA) kezeltiik. A 50 uM ferulaldehidet
minden esetben 5 perccel az LPS kezelés elott adtuk a sejtekhez. Az LPS és/vagy ferulaldehid
kezelés 10 vagy 30 percig tartott. Ezt kovetéen a RAW264,7 sejtek teljes RNS tartalmat
Trizol reagenssel vontuk ki (Sigma Aldrich Co., Budapest, Magyarorszag), amit a gyarto
utasitdsainak megfeleléen hasznaltunk. Ezt kovetden 1 pg RNS-t Moloney egér leukémia
virus reverz transzkriptazt hasznalva atirtuk ¢cDNS-é (M-MuLV RT, RevertAidTM First
Strand cDNA Synthesis Kit) (Fermentas, Burlington, Ontario, Kanada) 1 6ran at tarto 42 °C-
0s inkubacid soran 20 pl-es végsé térfogat oldatban. Ezt kovetéen 1 ul cCDNS-t hasznaltunk a
valos idejii PCR méréshez, melyhez Corbett Rotor-gén 3000 PCR késziiléket hasznaltunk. A
PCR reakci6 45 cikluson keresztiil zajlott, és minden egyes ciklus harom szakaszbol allt. Az
els6 szakasz 95 °C-on 15 masodpercig, a masodik 55 °C-on 30 masodpercig és a harmadik 72
°C-on 45 masodpercig tartott. A harom 1épésbdl allo ciklust egy kezdé 95 °C-os 7
masodperces szakasz elézte meg, melyhez az iQ SYBR Green Supermix Kit-et hasznaljuk
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA). A PCR-t az alabbi primerek alkalmazasaval végeztiik:

MKP-1Fwd 5-TAACCACTTTGAGGGTCACTACC-3'
MKP-1Rev 5-TTCACAAACTCAAAGGCCTCG-3'
GAPDH Fwd 5-ATTGTGGAAGGGCTCATGACC-3'
GAPDH Rev 5'-ATACTTGGCAGGTTTCTCCAGG-3'

A célgének relativ expresszidjanak statisztikai analizisét a Ct érték alapjan a Relative
Expression Software Tool szoftver (Corbett Research, Germantown, MD, USA) segitségével
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végeztik el, mikdozben a GAPDH haztartdsi génre normalizaltunk. Minden kisérletet
haromszor ismételtiink meg.

A mitokondrium belso porusnyilasanak meghatarozasa

CypD -/- és vad tipusu peritonealis makrofagok sejteket tigy osztottuk szét a 6 lyuku
tenyészté lemezen, hogy minden egyes lyukba elhelyezett iiveg fedSlemezre 10° sejt keriilt,
majd egy éjszakan at inkubaltuk a sejteket. Masnap a médiumot kicseréltiik friss 1 pg/ml
LPS-t tartalmaz6 médiumra, és tovabbi 30 vagy 60 percig inkubaltuk a sejteket. A médiumba
az LPS inkubacio utolsé fél orajaban 1 uM végsd koncentracioba calcein-AM festéket adtunk.
Majd a lemezeken 1év6 sejteket atmostuk Ca®'- és Mg®*-ionokat nem tartalmazo HBSS
(Hank's balanced salt) oldattal. Ezutan friss Ca’*- és Mg“*-ion mentes HBSS oldatot adtunk
minden egyes lyukba, amely 250 nM A23187 ionofort, 90 uM Co(II)-kloridot, 1 g/L gliikozt
és 1 pg/ml LPS-t tartalmazott, és a sejteket ebben az oldatban 30 percig inkubaltuk. A
feddlemezeket ezt kovetden targylemezekre helyeztiik, gy hogy a sejtek a két tiveglap kozott
helyezkedtek el, majd a fedélemezek széleit szilikongéllel lezartuk. A sejteket egy SPOT RT3
CCD kameraval rendelkez6 Nikon Eclipse Ti fluoreszcens mikroszkoppal fényképeztiik
40xobjektiv nagyitas valamint vagy epifluoreszcens vagy faziskontraszt megvilagitas mellett.
Eredeti faziskontraszt képeket fekete-fehér képekké alakitunk at. A fluoreszcens és a
faziskontraszt képet azonos méretiire vagtuk és egymas mellé helyeztiik. Ezeket a kisérleteket
haromszor ismételtiik meg.

Statisztikai analizis

Az peritonealis makrofagok és a RAW264,7 sejtek esetében kapott atlag + SEM értékeket
Tukey-féle post-hoc kétutas varianciaanalizissel hataroztuk meg. A kiilonbségeket akkor
tekintettiik szignifikdnsnak, ha a p <0,05.

Eredmények

A CypD hianya gatolta az LPS indukalta mitokondrialis depolarizaciét a peritonealis
makrofagokban

A mitokondrialis membran depolarizacioja gyakran megel6zi, de mindig jelen van a belsé
mitokondrialis porusok nyilasanal (166, 290, 291). Ezért olyan fontos, hogy a mitokondrialis
membranpotencialt meghatarozzuk. Mi az LPS kezelést kovetéen a peritonealis makrofag
sejtekben a mitokondrialis membranpotencial valtozasat TMRM ¢és JC-1 festékek
fluoreszcens intenzitasanak valtozasa alapjan hataroztuk meg. A fluoreszcencia valtozéasat
aramlasi citometrids mérés ¢és fluoreszcens mikroszkoppal torténtd fényképezés soran
vizsgaltuk. Emellett megnéztiik azt is, hogy a CypD gén kiiitése milyen hatdssal volt a sejtek
mitokondriumainak a membranpotencialjara az LPS kezelést kovetéen. A JC-1 egy sejt-
permedbilis, fesziiltségérzékeny mitokondridlis fluoreszcens festék Ha a mitokondrialis
membran sértetlen és a membranpotencial (A¥Ym) normal értékii, a JC-1 monomerek a
mitokondriumban aggregatumokat alkotnak, melyek vordsen fluoreszkald fényt bocsatanak ki
488 nm-es gerjesztd fény hasznalata mellett. Amikor a mitokondriumok depolarizalt
allapotban vannak, a vords aggregdtumok megsziinnek, és zold fluoreszcens fényt kibocsatd
JC-1 monomerek jelennek meg. Amikor a mitokondridlis membranpotencial (A¥m) teljesen
megsziinik, a vords fluoreszcencia teljesen eltlinik. Amikor a mitokondriumot fesziiltségfliggd
TMRM fluoreszcens festék festjiik meg, a festék fluoreszcens intenzitasa a depolarizacid
soran lecsokken. Kezdetben megvizsgaltuk, hogy a CypD fehérjének - a mitokondrialis
porusnyilds elengedhetetlen szabalyzojanak - a hidnya hogyan hat az LPS indukalta
mitokondrialis depolarizaciora. Ebben az esetben 1pg/ml koncentracidoban alkalmazott LPS
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jelenlétében 90 percen at inkubaltuk a sejteket. Majd JC-1 (18. abra A, B) vagy TMRM (18.
abra C, D) fluoreszcens festékkel feltoltottiik a sejtek mitokondriumait, és a fluoreszcens
intenzitas valtozasat aramlasi citométerrel mértik meg. A JC-1 festést kdvetden lathatod volt,
hogy az LPS kezelés (+LPS) depolarizalta a vad (CypD+/+) tipusu peritonealis makrofagok
mitokondriumainak membranjat a vad tipusa kontroll (-LPS) sejtekhez képest, igy
megjelentek a zold JC-1 monomerek, ami jol lathaté a dot-plot abran (18. A abra), valamint
az oszlopdiagramon is (18. B abra). A dot-plot abran a fiiggéleges tengelyen az FL1-H jelzést
mezOben vannak a zo6ld, mig a FL2-H mezdben pedig a voOrds fluoreszcens intenzitasu
mitokondriumokat tartalmazé sejteket abrazold pontok (A). A CypD hianya (CypD-/-) 90
perccel az LPS (+LPS) kezelést kovetoen teljes mértékben meggatolta a mitokondrialis
membran depolarizacidjat, és a membranpotencialt a kontroll, LPS-el nem kezelt sejteken
mért értéken tartotta (18. A és B abra). A dot-plot abran (18. A abra) és az oszlopdiagramon
(18. B abra) is jol latszik, hogy a kontroll (-LPS) sejtek esetében a CypD hianya (CypD -/-)
pozitivabb értéken tartotta a mitokondrium membran potencialjat, mint ahogy azt a vad tipusu
(CypD +/+) kontroll (-LPS) sejtek esetében lattuk. A vizsgalatot megismételtiik
fesziiltségfliggd TMRM fluoreszcens festékkel, amit szintén 4ramlasi citometrids vizsgalat
kovetett. Azt tapasztaltuk, hogy az LPS-el kezelt vad (CypD+/+) sejtek depolarizacioja soran
a TMRM festék fluoreszcens fényének intenzitisa lecsokkent, amit egyrészt a nagy
membranpotenciali A¥Ym1 mezdében a lecsokkent, valamint az alacsony membranpotencialt
jelzé A¥Ym2 mezbében a megndvekedett jel intenzitasa mutatott (18. C abra). Ugyanakkor az is
latszik, hogy az LPS-el nem kezelt CypD -/- sejtek membranpotencialja pozitivabb volt, mint
azt az LPS-el nem kezelt vad tipusu (CypD +/+) sejtek esetében lattuk. Valamint azt is, hogy
az LPS kezelés nem modositotta a CypD-/-sejtek membranpotencialjanak értékét 90 perccel
az LPS kezelést kovetden (18. C abra). A TMRM fluoreszcens festést kovetden a depolarizalt
¢s a nem depolarizalt mitokondriumokkal rendelkezd sejtek szazalékos eloszlasat
oszlopdiagramon is dbrazoltuk (18. D é&bra). Az oszlopdiagramon is jol latszik, hogy a vad
tipusi (CypD+/+) sejtek mitokondriumai az LPS kezelés hatdsara szignifikdnsan
depolarizalodtak (19. D ébra).  Ugyanakkor a CypD -/- sejtek mitokondriumaik
membranpotencialja nem valtozott az LPS kezelés hatasara, a vad tipust €s a CypD hidnyos
LPS-el nem kezelt sejtekhez képest sem (18. D abra). Az eredmények jol mutatjak, hogy a
CypD hidnya 90 perccel az LPS kezelést kdvetden a mitokondrium bels6 membranjaban a
pérusnyilas gatlasan keresztlil megakadalyozta a mitokondridlis membran depolarizaciojat,
valamint az LPS-el nem kezelt CypD hianyos sejtekben is gatolta a membran kismértéki
depolarizaciojat.
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18. abra A CypD hidnya gatolta az LPS indukalta mitokondrialis depolarizaciét a peritonealis
makrofagokban. A vad-tipusi (CypD+/+) és a CypD hianyos (CypD-/-) peritonealis makrofagokat vagy
kezeltiink (+ LPS), vagy nem kezeltiik (-LPS) lipopoliszachariddal. A 90 percig tartdo (1ug/ml) LPS-el kezelést
kovetden a sejteket (2uM) JC-1 (A és B) vagy (100 nM) TMRM fluoreszcens festékkel festettiik (C és D), és a
kibocséajtott fluoreszcens fény intenzitdsanak valtozasat aramlasi citométerrel mértiikk meg. A JC-1 hasznalatakor
488 nm, mig a TMRM esetében 543 nm hullamhosszsagh gerjesztd 1ézer fényt hasznalunk. A JC-1 fluoreszcens
emisszidja (A €és B) a vords intenzitasu (=590 nm) fénytdl a zold felé tolodott (=529 nm), mig a TMRM esetében
az 585 nm-en mért fluoreszcens emisszidja csokkent a depolarizacié soran (C és D). A JC-1 aramlasi citometrids
vizsgalat soran kapott értékeket megjelenitettiik dot-plot abran is (A) és az atlag £ SEM értékeket
oszlopdiagramon (B). A TMRM fluoreszcencia intenzitasanak értékeit megjelenitettiik az intenzitdsok eloszlasa
alapjan (C), valamint oszlopdiagramon (D). Utdobbi esetben a kiilonboz6 fluoreszcens intenzitasu sejtek
szazalékos eloszlasanak atlag = SEM értékeit abrazoltuk (D). Az oszlopdiagramokon a vords fluoreszcenciaju
(B), vagy nagy membranpotenciali (D) mitokondriumokkal rendelkez6 sejteket az iires oszlopok, mig a zold (B)
fluoreszcenciaju vagy alacsony membranpotenciali mitokondriumokat a kitoltott oszlopok mutatjak. Minden
kisérleteket haromszor ismételtiink meg. A szignifikans kiilonbségeket (p <0,05) az -LPS (f), a CypD *'* -LPS
(#) és a CypD *'* + LPS (*) csoportok értékeihez viszonyitva kaptunk meg. Minden kisérletet haromszor
ismételtiink meg.

A CypD hianya gatolta a mitokondrium belsé pérusainak a nyilasat az LPS-el kezelt
peritonealis makrofagokban

A CypD fehérje szabalyozza a bels6 és kdzvetve a kiils6é porusok nyilasat (166, 173, 178,
184, 185, 291, 301). A belsé porusok nyilasa, pedig a membranpotencial csdkkenését okozza
(166, 290, 291). Ebbo6l addddan megvizsgaltuk, hogy az LPS biztosan kivaltja-e a
mitokondrium belsé porusnyilasait. A DMEM médiumban tartott vad (CypD +/+) és a CypD
hianyos (CypD -/-) sejteket 1ug/ml koncentracioban kezeltiik LPS-el 1 vagy 1,5 6ran at. Az
LPS kezelés utolsd 30 percében a peritonealis makrofag sejtek médiumaba calcein-AM nem
fluoreszcens festéket adtunk 1uM-0s végsé koncentracioban. Majd a DMEM médiumot
kicseréltiik HBSS médiumra, mely A23187 kalcium ionofort, Co**-ionokat és (1pg/ml) LPS-t
tartalmazott. Ebben az oldatban a sejteket tovabbi 30 percig inkubaltuk. A calcein-AM
athatolt a sejt membranjain, és ennek koszonhetden, megjelent a citoszolban valamint a
mitokondriumban is. Mindkét helyen nem specifikus észterazok lehasitottdk az Am
csoportokat, ennek koOszonhetéen a calceinek epifluoreszcens fénnyel gerjeszthetd
fluoreszcens festékké alakultak at, és zold fluoreszcens fényt bocsatott ki. Az A23187
elésegiti a Co**-ionok felvételét a citoszolba (302), ahol kioltja a calcein fluoreszcencigjat.
Azonban Co?*-ionok a mitokondriumnak csak a kiilsé membranjaban 1év6 VDAC fehérjéin
keresztiil tudnak mozogni, de a mitokondrium belsé membranban 1évé Ca?*-uniportereken
nem, igy a mitokondriumban a calcein zold fluoreszcenciajat nem tudjak kioltani. Amikor a
bels6 porusok kinyilnak Co”*-ionok bejutnak a mitokondriumba, és kioltjak a
mitokondriumban 1évé calceinek fluoreszcenciajat (303). A vad tipusu (CypD +/+) és a CypD
-/- lipopoliszachariddal nem kezelt kontroll sejtek (0 perc) esetében nem volt kiilonbség sem a
makrofagoknak sem morfologiajaban, sem a makrofagok mitokondriumainak fluoreszcens
intenzitasaban. A CypD +/+ peritonealis makrofagok mitokondriumainak belsé porusai 60 és
a 90 perccel az LPS kezelést kovetden egyre nagyobb szamban nyiltak ki, mikoézben a

47



makrofagok morfologiaja is megvaltozott, utalva az aktivalasukra (19. A és B abra).
Ugyanakkor a CypD -/- sejteknek sem a megjelenése, sem a mitokondriumok
fluoreszcencidjanak az intenzitdsa nem valtozott 60 és a 90 perccel az LPS kezelést kovetoen
(19. A és B abra). A szines fluoreszcens képek ¢és a hozzajuk tartozd fekete-fehér
faziskontraszt képeken taldlhatd sejtek jol mutatjdk, hogy minden egyes makrofag sejt
fest6dott. A fenti eredmények alapjan egyértelmiien kijelenthetjiik, hogy az LPS kivaltja a
mitokondrium belsé poérusanak nyilasat és a CypD hidnya gatolja a lipopoliszacharid porust
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19. abra A CypD hidnya gatolta a mitokondrium belsé porusainak a nyilasat a lipopoliszachariddal kezelt
peritonealis makrofagokban. A vad (CypD+/+) és a CypD-/- sejteket (1pg/ml) LPS-el kezeltiik 1 vagy 1,5 éran
at. Majd a sejtekben a mitokondriumot megfestettiik epifluoreszcens calcein festékkel. A calcein
fluoreszcencidjat a citoszolban kioltottuk Co**-ionokkal. Ezt kovetden a sejtekben a mitokondriumok
fluoreszcens intenzitisanak a valtozasat (szines képek) és faziskontraszt képét (fekete-fehér képek) egy SPOT
RT3 CCD kameraval rendelkez6 Nikon Eclipse Ti fluoreszcens mikroszkoppal fényképeztilk 40x objektiv
nagyitas mellett. Az eredeti faziskontraszt képeket alakitunk fekete-fehér képekké (B). A kapott az atlag + SEM
értékeket megjelenitettiik oszlopdiagramon is (A), ahol a fluoreszcens intenzitas értékeket 100 sejtre
normalizaltuk (A). A vilagos oszlopok a vad tipusu, a sotét oszlopok a CypD hianyos peritoneélis makrofagok
sejteknél kapott értékeket mutatjak. A kisérletet haromszor ismételtiik meg. A szignifikans kiilonbséget (p <0,05)
minden esetben a megfelel vad tipusu sejtekhez viszonyitva kaptuk meg, amelyeket csillaggal jeloltink (*).
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A ferulaldehid gatolta az LPS indukalta mitokondrialis depolarizaciot a RAW264,7
sejtekben

A késébbiekben a RAW?264,7 sejtekben is megnéztiik, hogy a belsé porusok nyilast jelzo
mitokondrialis depolarizacio az LPS kezelést kovetéen mikor jelenik meg (20). Ekkor
szamukra mar ismert tény volt, hogy az LPS (1 pg/ml) kezelést kovetden a mitokondriumok
porusnyilasa a calcein és kobalt ionokkal torténd festést kovetden 90 perccel mar szemmel iS
jol lathatdé mértékben jelent meg. Igy kivancsiak voltunk, hogy a belsd porusnyilas
szabalyozta mitokondridlis depolarizacid az LPS kezelést kovetden mikor jelenik meg. A
Tucsek Zsuzsanna cikkében bemutatott kisérleteink soran a RAW?264,7 sejteket (100ng/ml)
LPS-el és/vagy ferulaldehiddel (50 uM) kezeltiik 5, 10, 30 vagy 60 percig. A ferulaldehidet
minden esetben 5 perccel az LPS kezelés el6tt adtuk a sejtekhez. Majd az LPS jelenlétében
torténd inkubaciot kovetden (2 uM) JC-1 festékkel kezeltiik a sejteket, és a fluoreszcens
intenzitas valtozasat dramlasi citométerrel mértilk meg. Majd meghataroztuk a voros és zold
intenzitast fluoreszcens emisszid aranyat (20. A abra). A kapott eredmények azt mutattak,
hogy a RAW264,7 sejtek mitokondriumainak membranja a kis dozist LPS kezelést kovetéen
mar az 0todik percben szignifikansan depolarizalodott, és a 10. percben a membranpotencial
csokkenése elérte maximalis értékét, majd a 60. percben ismét ndvekedésnek indult (20.
abra). Ez utobbi talan abbol adddhatott, hogy itt mar megtortént a kis koncentracioban
alkalmazott LPS fagolizoszomakban torténd feldolgozasa, igy azok az LPS jelatviteli
folyamatok, amelyek a CypD porusnyilast kivaltd foszforilacidjat okoztdk csokkenésnek
indultak (274-276). A vizsgalat masik célja volt, hogy megtudjuk, vajon a ferulaldehid, mely
a rezveratrollal azonos szerkezeti elemekkel is rendelkezik, vajon a rezveratrolhoz hasonléan
a CypD fehérjére gyakorolt hatasan keresztiil gatolja-e a mitokondrium belsé porusanak
nyilasat, és igy a mitokondrium depolarizacidjat. Tucsek Zsuzsanna cikkében talalhato
eredmény jol mutatja (20. abra), hogy annak ellenére, hogy a ferulaldehid 6nmagaban is
kivaltott a mitokondrium depolarizaciojat az elsé 30 percben, minden idépontban csokkentette
az LPS mitokondrium bels6 membranjainak poérust nyitod, depolarizald hatasat (210). Az
eredmények alapjan tehat megallapithatjuk, hogy a bels6 porusok nyilasat jelzo
mitokondrialis depolarizacié gatlasaval a polifenolok k6zé tartozo ferulaldehidnek még egy
tovabbi ko6zo0s tulajdonsaga van - a szerkezetileg azonos épitdelemmel rendelkezd
mitokondrium bels6 poérusainak nyilasat gatlo, és az ATP hianyt csokkentd - transz-
rezveratrollal (245, 304, 305, 306, 307). Valamint azt is, hogy a mitokondrium membranjanak
szinte teljes depolarizacigja megeldzi, a belsd porusok nagyszamu nyiladsat. Tehat a
mitokondrium teljes depolarizacidhoz nincsen sziikség az dsszes porus kinyilasara.
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20. abra A ferulaldehid gatolta az LPS indukalta mitokondrialis depolarizaciot RAW264,7 sejtekben. A
RAW264,7 makrofag sejteket 5, 10, 30 vagy 60 percig kezeltik (100 ng/ml) LPS-el és/vagy (50 uM)
ferulaldehiddel, majd JC-1 fluoreszcens festékkel az aramlasi citometrias vizsgalat soran meghataroztuk a voros
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és z0ld fény intenzitdsdnak aranyat (A). Az atlag £+ SEM értékek harom fiiggetlen kisérletb6l szarmaznak.
Minden kisérletet haromszor ismételtiink meg.

A CypD hianya gatolta az LPS indukalta ROS termelést a peritonealis makrofagokban
és a tiidoben

A makrofagok altal termelt reaktiv oxigén ¢és nitrogén fajtak feladata a
mikroorganizmusoknak ¢és toxinjaiknak a karositasa (308). A fenti vizsgalatok soran
kimutattuk, hogy a CypD fehérje szabalyozza az LPS stimulusra megjelené belsé porusok
nyilasat, és ennek koOszonhetéen a mitokondrium depolarizacidjat. A mitokondrium belsé
porusainak nyildsa és a mitokondrium depolarizacidja pedig egyiitt jar a mitokondrium
fokozott ROS termelésével (196, 197). Az irodalom a reaktiv oxigén fajtak f6 forrasanak a
mitokondriumot, illetve a mitokondrium NADH dehidrogenazrdl levalo elektronokat tartja
(197, 206). Ugyanakkor egy cikkben azt is olvashatjuk, hogy az LPS az ECSIT fehérje
ubiquitinacidjan keresztiil is Ki tudja valtani a mitokondrium I-es komplexérdl az elektronok
levalasat, és a szuperoxid gyokok megjelenését (211, 228). Emiatt mi megvizsgaltuk, hogy a
CypD fehérjének a hianya milyen mértékben szabalyozza a mitokondriumok ROS termelését.
Valamint a mitokondrium ROS termelése miképpen hat az egész sejt ROS termelésére. A
vizsgalatunk soran két kiilonboz6 redox érzékeny (dihidrorodamin 123, C400) fluoreszcens
festéket hasznaltunk. A mitokondrium ROS termelését a dihidrorodamin 123 festékkel
vizsgaltuk az LPS (1 pg/ml) kezelést kdvetden 4 (21. A abra), 12 (21. B abra) és 24 (21. C
abra) ora mulva. A dihidrorodamin 123 még nem fluoreszcens, és konnyen atjut a sejt
membranjain. igy bejut a citoszolba és a mitokondriumba is. A mitokondriumban talalhat6
szuperoxid-dizmutaz hatasara (SOD2) a dihidrorodamin123 rodaminl123 fluoreszcens
festékké alakul at (309). Ennek kdszonhetéen a rodaminl23 csak a mitokondrialis haldzatot
festi meg. A vizsgalatok soran azt talaltuk, hogy a CypD hidnya az LPS-el kezelt (sotét
oszlop) sejtekben szignifikansan lecsokkentette a mitokondrialis ROS termelést az LPS-el
kezelt (sotét oszlop) vad tipust sejtekhez képest (21. A, B és C abra). Ugyanakkor az LPS-el
nem kezelt (vilagos oszlop) CypD-/- sejtek esetében is ugyanezt lattuk az LPS-el nem kezelt
(sotét oszlop) vad (CypD+/+) sejtekhez képest (21. A, B és C abra). Emellett az LPS kezelés
soran az is lathato volt, hogy mig a CypD-/- sejtekben a mitokondrium megemelkedett ROS
termelése minden idépontban egy azonos alacsony értéken maradt, addig a vad (CypD+/+)
sejtekben az LPS kezelést kovetden a 4. oraban volt a legnagyobb a mitokondrialis ROS
termelés, és a 24. oraban volt a legkisebb. De ez utobbi még mindig szignifikansan magasabb
értéken volt, mint ahogy azt az LPS-el kezelt CypD-/- sejteknél lattuk ugyanebben az
idépontban (21. A, B és C abra). A mitokondrium ROS termelése mellett megvizsgaltuk,
hogy a CypD hidnya, milyen mértékben hat a teljes sejt ROS termelésére C400 redox
szenzitiv festékkel az LPS (1 pg/ml) kezelést kovetéen a 24. oraban (21. D abra). Azt
tapasztaltuk, hogy a CypD hianya az LPS-el nem kezelt sejtek esetén (vilagos oszlopok) a vad
tipust sejtekhez képest (sotét oszlopok) lathatoan nem volt hatassal a teljes sejt ROS
termelésére. Ugyanakkor, az LPS kezelt CypD-/- sejtekben jelent6s mértékben lecsokkentette
a teljes sejtben a ROS termelést a vad tipusu sejtekhez képest (21. dbra D). Igy az
eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a CypD hidnya az LPS kezelést kovetden
szignifikansan gatolta a ROS termelést, valamint egy allandé és stabil értéken tartotta a
mitokondrium ROS termelését. Valamint ennek kdszonhetéen csak a mitokondrium ROS
termelése biztositotta a teljes sejt ROS termelését. Ugyanakkor azt is megallapithatjuk, hogy a
vad sejtekben az LPS kezelést kovetéen a teljes sejtek ROS termelését mar nemcsak a
mitokondrium biztositotta. Hanem a mitokondrium ROS termelésének koszonhetéen
megjelent egy extramitokondrialis ROS termelés is, valdszinileg a sériilt enzimatikus
reakcioknak kdszonhetden.
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21. abra A CypD hidnya gatolta az LPS-indukalta ROS termelést a peritonealis makrofagokban. A vad
tipusit (CypD +/+) és CypD hianyos (CypD—/—) peritonealis makrofagokat kezeltik vagy nem kezeltik (1
ug/ml) LPS-el 4 (A), 12 (B) vagy 24 (C and D) éran at. Ugyanakkor (2 uM) dihidrorodamin 123 festékkel
(A—C) a mitokondriumban, vagy (2 mg/l) C-400 (D) festékekkel a teljes sejtben meghataroztuk a ROS
valtozasat. Fluoreszcenciat 485 nm-en gerjesztettiik, és 520 (A—C) vagy 555 (D) nm-en mértiik az emittalt
fluoreszcens fény intenzitasat. Az oszlopdiagramokon jelzett atlag + SEM értékeket 3 fuggetlen, 6
parhuzamossal rendelkezd kisérlet soran kaptuk. A szignifikans kiilonbségeket (p<0,05) az —LPS (%), a CypD
+/+-LPS (#) vagy a CypD +/+ + LPS (*) csoportokhoz viszonyitva kaptuk.

A ferulaldehid gatolta az LPS indukalta ROS termelést a RAWZ264,7 makrofag
sejtekben

A korabbiakban mar lattuk, hogy a RAW264,7 makrofag sejteknél hasznalt ferulaldehid
kismértékben, de szignifikansan gatolta az lipopoliszacharid kivaltotta a belsé mitokondrialis
porusnyilast jelz6 depolarizaciot. Ahogy mar emlitettiik, és a fenti eredményeink is mutatjak,
hogy a depolarizacid, a belsé porusnyilas és a mitokondrium ROS termelése egymastol el
nem idegenithetd folyamatok. Igy ferulaldehid esetében is megvizsgaltuk, hogy hogyan hat a
sejt szinti ROS termelésre. A RAW264,7 makrofag sejteket 100 ng/ml koncentracioban
lipopoliszachariddal és 1 uM, 25 uM, 50 uM vagy 100 uM koncentracioban ferulaldehiddel
vagy csak ferulaldehiddel (100 uM) kezeltik 24 oran at (210). A ferulaldehidet minden
esetben 5 perccel az LPS kezelés elott adtuk a sejtekhez. A ROS termelést C400 redox
érzékeny fluoreszcens festékkel hataroztuk meg. A C400 fluoreszcens fényének intenzitasa a
festék oxidaciojanak mértékét mutatja, azaz a ROS szintjét jellemzi a teljes sejtben a 24 oras
kezelést kovetéen. Az eredményeken lathato, hogy a (100 uM) ferulaldehid 6nmagaban is
csokkentette a ROS szintjét a lipopoliszachariddal nem kezelt sejtekben (22. A 4abra).
Ugyanakkor az is szembet(ind, hogy a ferulaldehid koncentraciofiiggé modon gatolta az LPS
kezelést kovetéen a ROS termelését a RAW?264,7 szekunder makrofag sejtvonalban, és a
ferulaldehid (50 uM) a kontroll érték ala csokkentette a teljes sejtben a ROS szintjét (22. A
abra). Mivel a ferulaldehid az LPS-el kezelt RAW264,7 sejtekben kisebb mértékben
csokkentette a mitokondrium porusnyilasat jelzé depolarizacidjat, és 1 pM-nal nagyobb
koncentracioban a kontroll sejteknél mért érték ala csokkentette az LPS indukalta sejt szintl
ROS termelést. Igy elmondhatjuk, hogy a ferulaldehid nem a mitokondrialis pérusnyilas és
depolarizacio gatlasan keresztiil fejtette ki hatasat a teljes sejt ROS termelésére, hanem az
oxidativ stressz gatlasan keresztiil, azaz a szabadgyokfogd hatasa érvényesiilt. Ugyanakkor a
peritonealis sejteknél tapasztalt mitokondriumon kiviili ROS termelés sem indulhatott meg az
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LPS-el kezelt sejtekben, mivel a sejtszinti ROS termelést az 1 uM-nal nagyobb
koncentracidoban alkalmazott ferulaldehid a kontroll érték ala csokkentette.

Fluoreszcens intenzitas
Kontroll 365,33 +£ 9,52
LPS 100 ng/ml 1180 + 9,75
FA 1uM  + LPS 100 ng/ml 541,50 £ 5,74
FA 25uM +LPS 100 ng/ml 307,50 + 5,48
FA 50 uM  + LPS 100 ng/ml 266,33 £ 3,07
FA 75 uM +LPS 100 ng/ml 248,67 + 3,05
FA 100 uM + LPS 100 ng/ml 235.5+ 345
FA100 uM 162,00 + 1,29

22. abra A ferulaldehid gatolta az LPS indukalta ROS termelést a RAW264,7 makrofag sejtekben. A
RAW264,7 makrofag sejteket LPS-el és kiilonb6z6 koncentracioban ferulaldehiddel vagy csak ferulaldehiddel
kezeltiik 24 oran at. A ferulaldehidet minden esetben 5 perccel az LPS kezelés el6tt adtuk a sejtekhez. A ROS
termelését redox szenzitiv C400 segitségével hatiroztuk meg. A festék redukalt formaja nem fluoreszcens,
emiatt az oxidalt alak fluoreszcencia intenzitasa jelzi a ROS szintjét. Fluoreszenciat 485 nm-en gerjesztettiik, és
555 nm-en mértiik. Az atlag £ SEM értékeket harom fliggetlen 6 parhuzamossal rendelkezé kisérlet soran
kaptunk.

A CypD hidnya gatolta az LPS indukalta NF-kB aktivaciot, az NF-kB indukalta gének
expressziojat a makrofag sejtekben

Az LPS jelatvitele soran a makrofagokban MyD88-fiiggd ¢s MyD88-fiiggetlen utvonalon
egyarant aktivalodik az NF-kB transzkripcios faktor. Az NF-kB p65 aktivacidjahoz egyarant
sziikség van a fehérje acetilaciojara és foszforilaciojara, hogy ki tudja fejteni transzkripcios
aktivitasat (112, 111, 310). Az NF-kB aktivaciojat nemcsak a jelatviteli utvonalak biztositjak,
hanem az oxidativ stressz is. Ugyanis, amikor az oxidativ stresszt a tiidében N-acetil-cisztein
(NAC) antioxidanssal gatoltak, az szignifikansan lecsokkentette az NF-xB aktivacioja (217).
Ugyanezt lattak akkor is, amikor a tiidében a ROS termeléshez hozzajar6 NADPH oxidaznak
egyik alegységét kodolo génjét kititotték (218). Az aktivalt NF-kB transzkripcios faktor
szamos gyulladast kialakitd gén expressziojat valtja ki. Ezek koz¢ a gének kozé tartozik az
INOS, a TNF-a, az IL-1p, az IL-6 ¢és a COX-2 (108, 110, 112, 114). A fentiekb6l adoddan
megvizsgaltuk, hogy a CypD hianya, mely jelentdsen gatolta a mitokondrium és a sejt ROS
termelését, milyen mértékben gatolja a gyulladast kialakité NF-xB p65 aktivaciojat a
makrofagokban. Emellett megvizsgaltuk a makrofagok médiuméban a TNF-a citokin
szekréciojanak mértékét, és az INOS enzim aktivitdsat jelzé nitrit szintet. Azaz
megvizsgaltuk, hogy az LPS kezelést kovetden a mitokondrialis ROS milyen mértékben jarult
gének expresszidjahoz. A vad tipusat és CypD-/- peritonealis makrofag sejtek
homogenizatumabdl 90 perccel az LPS (1 pg/ml) kezelést kovetden immunblot technikéval és
egy foszforilacio specifikus (Ser536) elsédleges antitesttel meghatarozzuk az NF-xB p65
fehérje aktivaciojanak mértékét (23. A és C abra). A kezeletlen vad és CypD-/- sejtekben az
NF-kB p65 foszforilacioja a detektacios hatar alatt volt (23. A és C abra). Ugyanakkor az LPS
kivaltotta p65 foszforilaciojat a vad tipusu sejtekben, amit a CypD hianya szignifikansan le is
csokkentett (23. A és C abra). Ezt kovetéen megvizsgaltuk, hogy az NF-xB 90 perccel az LPS
(1 pg/ml) kezelést kovetden mekkora mennyiségben vandorolt a sejtmagba a vad és a CypD -
/- peritonealis sejtekben. A feltart sejtmagban 1évé p65 fehérjékhez biotinnal 6sszekotott
ragesalo NF-xB fehérjét kot DNS szekvenciat kapcsoltunk
(CCTTGAAGGGATTTCCCTCC), utobbiakat szterptavidinhez  kapcsolt  magneses
mikrogyongyokkel hoztuk dssze és huztuk le. Végiil immunobloton meghataroztuk az NF-xB
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mennyiségét primer antitestekkel. Az eredmények azt mutattdk, hogy a CypD hidnya
szignifikansan lecsokkentette az aktivalt NF-xkB p65 mennyiségét a lipopoliszachariddal
kezelt és kezeletlen peritonealis makrofagok sejtmagjaban (23. B és D abra). Ezt koveten
megvizsgaltuk két NF-kB-fliggd gén expressziodjat is. Az egyik gén a TNF-a citokint (tumor
necrosis factor o) a masik az LPS indukciojara megjelené indukalhaté nitrogén-monoxid
szintaz (iNOS) fehérjét kodolta. A TNF-a szintjét 90 perccel az 1 pg/ml-es LPS kezelést
kovetden szendvics ELISA segitségével hataroztuk meg a sejtek médiumabol. Az iNOS altal
termelt nitrogén-monoxid szintjét pedig a NO eloxidalodott termékének a nitritnek a
mennyiségébdl indirekt médon hataroztuk meg Griess reagenssel a sejtek médiumban (311).
Mivel a nitrit 90 perccel az LPS kezelést kovetéen nem volt kimutathato mennyiségben jelen,
igy a sejtek médiumaban 24 oraval az LPS kezelést kdvetéen mértik meg a felhalmozodott
nitrit mennyiséget. A TNF-a (23. E abra) és nitrit (23. F abra) mennyisége az LPS kezelést
kovetden jelentdsen megnovekedett a vad tipust sejtek médiumaban, mikdzben a CypD
fehérjének a hianya szignifikansan lecsokkentette mindkett6jiik szintjét (23. E és F abra). A
CypD fehérjének a hianya az LPS kezelést kdvetden a makrofagokban a ROS termelést,
azonos mértékben gatolta, mint az NF-xkB p65 (se536) foszforilacidjat és sejtmagba
helyez6dését, valamint az NF-«xB transzkripcios faktor altal szabalyozott gének (iNOS, TNF-
o)) expresszidjat.

A CypD+/+  CypD-/- B CypD+/+  CypD-/-
Kont. LPS Kont. LPS Kont. LPS Kont. LPS
p-NF-KB p65 ? 65kDa NF-KBp65 e sa® 65 kDa

GAPDH 37kDa Histone H1 gl A W WD 32 (02

C 10000 D 20000 t
L1/} T 1]
@ ~Q
:g 7500 :§ 15000
2 5000 2 10000
X X T
& 2500 - % 5000 " l
0 s 0 '
CypD+/+ CypD-/- CypD+/+ CypD-/-
E 0,4 F 4 t
0,3 f
o 3
a
) 0,2 8 2
T *
0,1 + % 1 {
0 . . 0
CypD+/+ CypD-/- CypD+/+ CypD-/-

23. abra A CypD hianya gatolta az LPS indukalta NF-kB aktivaciot, a TNF-a szekréciot és a nitrit
felhalmozodasat a peritonealis makrofag sejtekben. A vad tipust (CypD +/+) és a CypD hianyos (CypD -/-)
peritonealis makrofag sejteket 90 percig (A és C) vagy 24 oran at (D) kezeltiik (so6tét oszlopok) vagy nem
kezeltik (vilagos oszlopok) (1 pg/ml) LPS-el. Majd az NF-xB aktivacigjat meghataroztuk a sejtek
homogenizatumabol immunblot eljaras soran anti-foszfo-NF-xB p65 (p-NF-kB p65) elsédleges antitestekkel (A
és C). Az NF-xB aktivacidjat meghataroztuk a sejtmag fehérje kivonatabol is az NF-«xB transzkripcios faktort
kotd DNS szekvencia hasznalataval is (B és D). Az immunoblotokon (A and B) bemutatott atlag + SEM
értékeket a fehérjék szemikvantitativ jelenlétét mutatd savok pixel siiriisége (C and D) alapjan hataroztuk meg 3
fliggetlen kisérletben. A GAPDH (A and C) vagy a Histon H1 (B and D) fehérjéket hasznaltuk viszonyitasi
pontokként. A TNF-o szekrécionak a mértékét (E) és nitrit mennyiségét (F) a sejtek médiumabol az
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enzimreakciot (E) vagy a Griess reagenssel torténé reakciot (F) kovetéen megjelend szinreakcié fotometrias
mérésével hataroztuk meg. A nitrit esetében 550 nm-en (E) mig a TNF- o esetében 550 nm-en mértiik. Az atlag
+ SEM ¢értékeket 3 fiiggetlen kisérlet soran hataroztuk meg 1 (E) vagy 6 (F) parhuzamos kisérlet elvégzésével. A
szignifikans kiilonbségeket (p <0,05) az - LPS (), a CypD +/+ - LPS (#), vagy a CypD +/+ + LPS (¥*)
csoportokhoz viszonyitva kaptuk.

A ferulaldehid gatolta az LPS indukalta NF-kB foszforilaciéjat és az INOS aktivitasat a
RAW?264,7 makrofag sejtekben

A fentiekben mar lattuk, hogy a (50 uM) ferulaldehid az LPS stimulust kévetéen a
mitokondrialis poérus nyildsat jelz6 membran depolarizéciojat szignifikdnsan, de kis
mértékben gatolta. Ugyanakkor teljes sejt ROS termelését pedig a kontroll sejteken mért érték
ala csokkentette. Valamint azt is lattuk, hogy a ROS az LPS jelatviteli folyamatai mellett
elengedhetetlen az NF-kB p65 alegységének teljes foszforilaciojahoz (Ser536),
aktivaciojahoz. Ezen tények a késébbiekben megvizsgaltuk, hogy a ferulaldehid milyen
mértékben gatolja az NF-xB p65 (Ser536) foszforilaciojat, és az NF-xB indukalta gének
termékei koziil az iNOS enzimnek az aktivitasat (210). Az immunblot vizsgalat soran sziiletett
eredmények azt mutattak, hogy az LPS (100 ng/ml) kezelést kovet6en a 10. percben az 50 uM
koncentracioban alkalmazott ferulaldehid elékezelés szignifikansan lecsokkentette az NF-xB
p65 alegységének foszforilaciojat (24. A abra). Valamint az LPS kezelést kovetéen a 24.
Oraban a ferulaldehid (50 uM) — amely a mitokondrium altal termelt reaktiv oxigén fajtakat
teljes mértékben eltdvolitotta — szignifikdnsan lecsokkentette az NF-kB p65 aktivitasat jelzo
luciferaz aktivitasat is (24. B abra), valamint egy vizsgalt NF-kB indukalt gén, az iNOS
génexpressziojat is (24. C abra). Az iNOS aktivitasat, az enzim termékének a nitrogén-
monoxid tovabb oxidalt alakjanak, a nitrit szintnek a sejtek médiumaban torténd valtozasa
alapjan a sejtek médiumaban Griess reagens hasznalataval hataroztuk meg (24. C abra).
Ugyanakkor azt is tapasztaltuk, hogy az LPS koncentraciofiiggd modon fokozta az NF-kB
reaktiv oxigén fajtakat teljes mértékben eltavolitd, de mitokondrialis depolarizaciot
részlegesen gatlé 50 uM ferulaldehid azonos mértékben és szignifikansan csokkentette. Ezek
az eredmények jol mutatjdk azt a tényt, hogy az NF-xB teljes aktivacidjdhoz sziikség van a
mitokondrium ROS termelésére az LPS kezelés soran a RAW264,7 sejtekben.

I“ Pixel siiriisége
Kontroll 236.26 + 38,52
LPS 100 ng/ml 2584732 £ 4451 44|
FA 50 uM + LPS 100 ng/ml 12882 72 + 1872.43
FA 50 uM 772.22 £ 23.61
B C
Relativ lucifersz aktivitis [ OD 550
Konrtoll 1,08 = 0,03 Kontroll 0,18 + 0,01
LPS 5 ng/ml 10,79 = 0,76 LPS 100 ng/ml 0.41 + 0,02
LPS 50 ng/ml 16,90 £ 0.93 FA 1M +LPS 100 ng/ml 0.41 = 0,02
FA S0 pM + LPS Sng/ml 351 +04 FA25u M _+LPS 100 ag/ml 0.33 = 0,01
e i LS nei ol =LA FA SO uM_ + LPS 100 ng/ml 0.26 = 0,01
FA S0 uM 1.08 = 0,03 FA 75 uM  + LPS 100 ng/ml 0,20 = 0.01
FA 100 uM + LPS 100 ng/ml 0.15 0,01
FA 100 uM 0.11 £ 0.00

24. abra A ferulaldehid gatolta az LPS indukalta NF-kB foszforilaciojat, és az iNOS aktivitasat az
RAW264,7 makrofag sejtekben. A foszforilalt (ser536) NF-kB p65 alegység szemikvantitativ mennyiségét 10
perccel az LPS és/vagy ferulaldehid kezelést kovetéen immunblot technikdval mértiik meg a GAPDH fehérjére
vonatkoztatva 4 fliggetlen kisérletet soran (A). Az NF-kB foszforilalt p65 alegységének miikodését luciferaz
aktivitas alapjan is meghataroztuk 24 6ra malva az LPS és/vagy ferulaldehid kezelést kovetéen 3 fiiggetlen 4
parhuzamossal rendelkez6 kisérletet soran (B). Megmértiik az NF-«kB indukalta gének koz¢ tartozé iNOS enzim
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aktivitasat indirekt modon, Griess reagens segitségével a nitrit szint mennyiségének véltozasan keresztil 24
oraval az LPS kezelést kovetéen harom fiiggetlen 6 parhuzamossal rendelkezé kisérlet soran (C). A
ferulaldehidet minden esetben 5 perccel az LPS kezelés el6tt adtuk a sejtekhez.

A CypD hianyanak hatasa az LPS indukalta Aktl, valamint a FOXO-1 é FOXO0-3a
foszforilaciojara peritonealis makrofagokban

Az LPS a TLR4 sejtfelszini receptorhoz kapcsolédva a MyD88-fiiggd (126, 127) és a
My88-fiiggetlen (124, 125) utvonalon egyarant kivaltja az Aktl aktivaciojat (132). Az Aktl
foszforilalja a jelatvitelben utana kovetkezd FoxOl1 transzkripcios faktort a Thr24, Ser256,
Ser319 aminosavakon valamint a FoxO-3a transzkripcids faktort a Thr32, Ser256 és Ser319
aminosavakon. A FoxOl ¢és a FoxO-3a transzkripciés faktorok ennek koszonhetéen
inaktivalodnak (132). A FoxO transzkripcios faktorok az oxidativ stressz karos hatasaival
szemben védik a sejteket, mivel a DNS karosodasokat javitd fehérjéket, valamint az oxidativ
stressz csokkentésében elengedhetetlen enzimeket (pl.: MnSOD, katalaz, peroxiredoxin I11)
kodolo gének atirasaért felelosek (132). Abban az esetben, ha az oxidativ stressz tartdosan
magas, a FoxO-3a kivaltja a sejtek apoptozisaért felelds proapoptotikus gének expresszidjat
(132, 133). Immunoblot technikaval megvizsgaltuk 90 perc mulva az 1 pg/ml-es LPS kezelést
kovetéen az Akt, FOXO-1 ¢és FOXO-3a foszforilacidjat, foszforilacid-specifikus elddleges
antitestekkel a vad tipust (CypD +/+) és CypD hianyos peritonealis makrofag sejtek
lizatumaban (25. A, B, C, D, E és F abra). Az eredményeink alapjan lathato, hogy az LPS
kezelés hatasara az Aktl (Serd73) foszforilacidja, aktivacioja nagyobb volt a CypD hianyos,
mint a vad tipusu (CypD +/+) peritonealis makrofag sejtekben (25. A és B abra). Ebbol
adodoan az Aktl a FoxOl és a FoxO-3a transzkripcios faktorokat az LPS-el kezelt vad
(CypD+/+) sejtekben kisebb mértékben inaktivalta, mint tette a CypD-/- LPS-el kezelt
sejtekben (25. C, D és F abra). Emellett az is lathato, hogy az Aktl aktivacidja, valamint a
FoxOl és FoxO-3a inaktivacioja az LPS-el nem kezelt CypD-/- kontroll sejtekben szintén
szignifikdnsan nagyobb volt (25. A-F abra). Osszességében elmondhatjuk, a CypD hidnya az
oxidativ stressz gatlasaval egyiitt fokozta a FoxO1l és a FoxO-3a transzkripcios faktorok
inaktivaciojat az Akt aktivacidjanak fokozasan keresztiil.

ORE. LF9 NGEE. LS Kont. LPS Kont. LPS
p-Akt e w63 kDa p-FoxO1 - - ~— 95 kDa
GAPDH 37 kDa GAPDH —— 37 kDa
B T » D T »
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& } t | [ ! |
’§ 7500,: - g 7500~:
3 5000 P 3 5000/ '
v ! i ® i
= 2500% x 2500} . i
a ! o ;
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CypD+/+ CypD-/- CypD+/+ CypD-/-
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25. abra A CypD hianyanak hatiasa az LPS indukalta Aktl, valamint a FOXO-1 é a FOXO-3a
foszforilaciojara peritonealis makrofagokban. A vad tipusa (CypD +/+) és a CypD hidnyos (CypD—/-)
peritonealis makrofagokat kezeltiik (s6tét oszlopok) vagy nem kezeltiik (vilagos oszlopok) (1 pug/ml) LPS-el 90
percen keresztiil. Az Aktl (A és B), a FOXO-1 (C és D) és FOXO-3a (E és F) foszforilaciojat immunblot
technikaval hataroztuk meg a sejtek lizatumabol foszforilacio specifikus Aktl (p-Akt; A, B), foszforilacio
specifikus FOXO-1 (p-FOXO-1; C és D) és FOXO0-3a (p-FOXO-3a; E és F) antitestekkel. GAPDH haztartasi
fehérje mennyiségét alkalmaztuk viszonyitasi pontként. Az immunoblot savok (B, D, F) pixel siiriiségei alapjan
megalkotott oszlopokon (A, C, E) az atlag + SEM értékeket abrazoltuk, melyeknek az értékeit 3 fiiggetlen
kisérlet soran mértiik. A szignifikans kiilonbségeket (p<0,05) az kontroll (1), a CypD +/+ kontroll (#) vagy a
CypD +/+ + LPS (*) csoportokhoz viszonyitva kaptuk.

A ferulaldehid gatolta a MAP Kkinazok aktivaciojat az LPS-el kezel RAW264,7 sejtekben

A makrofagokban a MyD88-fliggd és MyD88-fiiggetlen itvonalon egyarant aktivalédnak
a MAP kinazok (ERK1/2, JNK1/2, p38). A MAP kinazok szintén kivaltjak a gyulladast
kialakitdo gének expressziojat (INOS, TNF-a, IL-1B) (115, 116, 119, 120). Ugyanakkor az
oxidativ stressz a makrofagokban hozzajarul az ERK és a p38 aktivaciojahoz is, mikozben a
JNK aktivaciojat gatolja (217). Ezek fényében megvizsgaltuk a ferulaldehid hatasat a
jelatviteli folyamatokra (221). igy a RAW264,7 sejteket (100 ng/ml) LPS-¢l és/vagy (50uM)
ferulaldehidel kezeltiik. Ezt kovet6en a sejtek lizatumaban az LPS kezelést kovetéen 10 és 30
perc mulva meghataroztuk a foszforilalt MAP kinazok mennyiségét immunoblottal. A
ferulaldehidet minden esetben 5 perccel az LPS kezelés el6tt adtuk a sejtekhez (26. A-F abra).
A MAP kindzok foszforilacidja a kindzok aktivaciojat, €és végeredményben a gyulladast
kivalto gének atirasat jelenti (TNF-o, iNOS) (115, 116, 119, 120). A Tucsek Zsuzsanna
cikkében megjelent eredményeink azt mutattak, hogy az LPS kezelést kovetden az ERK1/2
(26. A abra) és a p38 (26. C d&bra) aktivacidja mar a 10. percben szignifikdnsan
megnovekedett, mig a JNK1/2 (26. B abra) foszforilacidja csak a 30. perchen volt kifejezett.
Késobb mindharom kinaz aktivacidja tovabb fokozodott. Az erdteljes antioxidans ferulaldehid
joval nagyobb mértékben gatolta a JNK és p38 aktivaciojat az LPS kezelést kovetden a 30.
percben, mint ahogy azt tette az ERK1/2 esetében. Ugyanakkor a ferulaldehid 6nmagaban az
ERK aktivaciojat kis mértékben meg is novelte. Az antioxidans ferulaldehid esetében igy
elmondhato, hogy hatasa eltért a sejtszintli oxidativ stresszt gatld N-acetil-cisztein hatasatol.
Ugyanis a ferulaldehidnek az N-acetil-ciszteinhez hasonldéan az oxidativ stressz gatlasaval a
JNK1/2 aktivaciojanak fokozodasat, mig az ERK valamint a P38 foszforilacidjanak
csokkenését kellett volna okoznia az LPS-el kezelt RAW?264,7 sejtekben. Tehat a ferulaldehid
nemcsak a mitokondrium ROS termelésének csokkentésén keresztiil fejtette ki a hatasat a
gyulladast kialakit6 MAP kinazok aktivacidjara, hanem az LPS jelatviteli folyamataira hatva
is kellet, hogy gatolja a MAP kindzok foszforilaciojat.
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A B

" Pixel siiriiség Pixel siiriiség |
Kontroll 643427 + 650,87 Kontroll 1393.04 = 307,58
LPS 100 ng/ml 10 perc 4335426 + 6267 48 LPS 100 ng/ml 10 perc 495865 + 379,34
FA 50 uM + LPS 100 ng/ml 10 perc 46544.57 + 7051,82 FA 50 uM + LPS 100 ng/ml 10 perc 3280.51 + 507.30)
FA 50 xM 10 perc 12427.99 + 1229.79 FA 50 M 10 perc 2781.19 + 509.22)
LPS 100 ng/ml 30 perc 118572.23 + 12139.67] LPS 100 ng/ml 30 perc 56706.40 + 5460.10)
FA 50 uM + LPS 100 ng/ml 30 perc 8370356 + 4610.,63 FA 50 uM + LPS 100 ng/ml 30 perc 11731.60 + 1685.63
FA 50 M 30 perc 19444.33 + 206329 FA 50 M 30 perc 1721.19 + 180.46

C

Pixel siiriiség

Kontroll 883,72 + 274,53

LPS 100 ng/ml 10 perc 1935508 + 344034

[FA 50 uM + LPS 100 ng/ml 10 perc 410,83 = 1500.98

FA 50 uM 10 perc 256022 + 513,36

LPS 100 ng/ml 30 perc 50709.99 + 6593.67

[FA 50 uM + LPS 100 ng/ml 30 perc 1690643 + 293,68

FA 50 wM 30 perc 2070.89 + 191.75|

26. abra A ferulaldehid hatisa a MAP kinazok aktivaciéjara az LPS-el kezelt RAW264,7 makrofagokban.
A foszforilalt ERK1/2 (A), foszforilalt SAPK/INK (B) és a foszforilalt p38 (C) szintjét megmértiik az LPS-el
(100 ng/ml) és/vagy a ferulaldehiddel (50uM) kezelt RAW264,7 sejtek lizatumaban az LPS kezelést koveten 10
¢és 30 perc mulva. A ferulaldehidet minden esetben 5 perccel az LPS kezelés el6tt adtuk a sejtekhez. GAPDH
volt a viszonyitasi fehérje. ImageJ szoftver segitségével hataroztuk meg a savok pixel siiriiségét. Az atlag + SEM
értékeket 4 fiiggetlen kisérlet soran kaptuk meg.

A ferulaldehid megnévelte a MKP1 foszfataz expressziojat és fehérje szintjét az LPS-el
kezelt RAW264,7 sejtekben

A fenti eredmények azt mutattak, hogy a ferulaldehid az antioxidans N-acetil-ciszteintdl

crer

crer

a gyulladast kialakito MAP kinazokat defoszforilacioval inaktivalja (122). Ugyanakkor a
MAP kinazok aktivacigja kivaltja az MKP1 fehérje szintjének a novekedését, ez a negativ
visszacsatolas biztositja, hogy a gyulladas mértéke kontrollalt legyen (312). Az irodalomban
olvashatjuk, hogy a makrofagokban az MKP-1 fehérjének a szintje az LPS (100 ng/ml)
kezelést kovetden a 60. perchen éri el a maximumat, mig a MAP kinazok aktivacidja mar a
15. percben a legmagasabb értéken van (313). Az MKP1 fehérje szintjének a novekedésével
megindult a MAP kinazok defoszforilacidja (313). Majd a késébbiekben a MAP kinazok és az
MKP1 aktivacioja az LPS kezelést kovetden a 120. percben jelentdsen lecsokken, de az
MPK1 szintje még mindig joval nagyobb, mint a MAP kindzoké (313, 314). Az MKP1, a
JNK1/2 és a p38 kinazokat nagyobb mértékben defoszforilalja, mint az ERK1/2 fehérjét (313,
314). Az ERK1/2 defoszforilaciojaért foként az MKP2 felelds (315). A MAP kinazok
gyulladast kialakito, proinflammatorikus citokineket termeld M1 tipusu makrofagokat
felvaltjak az antiinflammatorikus citokineket termeld, szoveteket regenerald M2 tipusu
makrofagok. Az MKP1 pedig hozzajarul a makrofagok funkcidjanak valtasahoz (316).
Tucsek Zsuzsannanak a cikkében bemutatott eredmények azt mutattak, hogy az LPS kezelést
kovetden a 10. percben lecsokkent az MKP1 expresszidja (27. B abra), amit a 30. percben az
MKP1 fehérje mennyiségének csokkenése is kovetett. A ferulaldehid pedig a 30. percben a
kontroll sejteken mért értékre novelte az MKP1 fehérjének a szintjét (27. A abra). Az LPS
kezelést kovetéen a 30. percbhen az MKP1 mRNS-ének szintje mar elérte kontroll sejtekben
mért értéket, amit a ferulaldehid elékezelés tobb mint Gtszorosére emelt (27. B abra). Emellett
a ferulaldehid 6nmagaban is 6tszorosére novelte az MKP1 expresszidjat a 30. percben a
kontrollhoz képest (27. B abra). Az eredmények jol mutatjak, hogy a ferulaldehid féként nem
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a mitokondrium altal termelt ROS eltavolitasaval fejtette ki a hatasat a jelatvitelre, hanem a
jelatviteli folyamatok egyik lancszemén, az MKP1 fehérje expressziojanak ¢€s fehérje
mennyiségének a fokozasan keresztiil csokkentette a gyulladast kialakitd MAP kinazok
foszforilacigjat, aktivaciojat. Valamint eldsegitette, a proinflammatorikus citokinek
termelésének csokkenését, és a szovetek regeneralasat eldsegité M2 tipusu makrofagok
megjelenését.

B
A Normalizalt mRNS/GapdH
" e Kontroll 1,00 + 0,00
Kontroll 37050.67 = 4780,377 tisstmm”gj :";Slfg’o‘*’“ — 2'2: f g'g‘;
LPS 100 ng/ml 30 perc 1486667 = 2816.99 - EM 10 perc ng/mi 10 perc 0752005
FA 50 M+ LPS 100 ng/ml 30 perc 34648 33 = 2981 .09 N re— 13r0d
e =S e FA 50 M + uLPS 100 ng/ml 30 perc 5,41 +0,30)
FA 50 UM 30 perc 5,05 + 0,30

27. abra A ferulaldehid megnovelte az MKP-1 mRNS-ének expressziojat és a fehérje szintjét az LPS-el
kezelt RAW?264,7 sejtekben. Immunoblot technikaval a RAW264,7 sejtek lizitumaban az LPS és/vagy
ferulaldehid kezelést kovetden 30 milva meghataroztuk az MKP-1 szintjét a GAPDH fehérje mennyiségére
vonatkozoan négy fiiggetlen kisérelt soran (A). Az MKP-1 mRNS szintjét az LPS és/vagy ferulaldehid kezelést
kovetéen 10 és 30 perc mulva Q-RT-PCR vizsgalati modszerrel is megmértik a RAW264,7 sejtekben harom
fiiggetlen kisérlet soran. Kontroll génként a GAPD haztartasi gént hasznaltuk (B). Minden esetben ferulaldehidet
5 perccel az LPS kezelés el6tt adtuk.

A ferulaldehid gatolta az Aktl és a GSK-3p foszforilaciojat az LPS-el kezel RAW264,7
sejtekben

Az Aktl a MyD88-fiiggd és a MyD88-fliggetlen utvonalon egyarant aktivalodik (124-
127), és a sejtek talélését biztositja (126) a MAPK kinazok foszforilacidjanak csokkentésével,
valamint az NF-xB (p50/p65) aktivaciojanak gatlasan keresztiil (120, 114, 130). Az Aktl a
GSK-3B N-terminalisan 1év6 9-es helyzetli szerinjét foszforilalja, és igy a GSK-3 nem tudja
foszforilacioval aktivalni a gyulladast kialakito NF-kB p65 transzkripciés faktort (114, 130,
131). A ferulaldehiddel azonos szerkezeti elemekkel rendelkez6 rezveratrol hatasara a PKG
foszforilalja a GSK-3f kinazt, mely ezt kovetden foszforildlja a CypD fehérjét, amely igy
gatolja a bels6 porusok nyilasat iszkémia-reperfiziot kovetden az szivizomsejtekben (273).
Valészintsithetd, hogy az az Aktl altal foszforilalt GSK-3p is gatolja a belsé porusok nyilasat
a CypD foszforilacojan keresztiil. Az irodalomban azt is olvashatjuk, hogy a 200 ng/ml
koncentracidban az LPS-el kezelt makrofagokban az LPS kezelést kdvetden folyamatosan
novekszik az Aktl foszforilacidja, ami a 120. percben a legnagyobb értéken volt, mikézben a
MAP kinazok és az MKP1 szintje mar jelentésen lecsokkent (314). Ebbdl adoédoan az Aktl
fogja foként biztositani a gyulladds csokkentését, az M2 tipusii makrofagok megjelenését,
majd a citokin termelés teljes leallasat. Az irodalomban azt is olvashatjuk, ha a RAW264,7
sejtekben az LPS (100 ng/ml) kezelés hatasara megjelend oxidativ stresszt (10 mM) N-acetil-
ciszteinnel gatoltak, abban az esetben az Aktl aktivacidja jelent6sen lecsokkent (317). Tehat
az oxidativ stressz szintén hozzajarul az Aktl aktivaciojahoz. Igy mi megvizsgaltuk, hogy a
szintén jO antioxidans ferulaldehid az LPS kezelést kovetéen vajon milyen hatassal volt az
Aktl foszforilacidjara, aktivaciojara, és az Aktl hogyan hatott a GSK-3f kinaznak (Ser9)
foszforilacigjara, és igy a bels0 porusok nyildsanak gatlasara. A kisérletiink sordn a
RAW264,7 sejteket (100 ng/ml) LPS-el és/vagy (50uM) ferulaldehiddel vagy csak
ferulaldehiddel kezeltiik (28. A és B abra). Az eredmények jol mutattak, hogy az Aktl az LPS
kezelést kovetd a 10. percben mar jelentésen aktivalodott (28. A abra), és az Aktl az LPS
kezelés kovetden a 30. percben foszforilalta a GSK-3f fehérjét (28. B abra). Ugyanakkor a
ferulaldehid csak a 30. percben szignifikansan lecsokkentette az LPS kezelést kovetden az
Aktl foszforilaciojat (28. A abra), de az Aktl foszforilacidja még igy is szignifikansan
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nagyobb volt, mint az a kontroll sejteknél lattuk. Ugyanakkor a ferulaldehid a 10. és a 30.
percben is teljes mértékben meggatolta a GSK-3f foszforilaciojat (28. B abra). A fentiekben
mar lattuk, hogy az LPS kezelést kdvetden a ferulaldehid a 30. és a 60. percben gatolta a
mitokondrium bels6 porusainak nyilasat. Ezt is figyelembe véve elmondhatjuk, hogy
ferulaldehid hatasara a nem foszforilalt GSK-3p (Ser9) nem vehetett részt a belsé porusok
nyilasanak szabalyzasaban a 30. percben. Ugyanakkor az is latszik, hogy a 30. percben az
aktiv Aktl nem foszforilalta a GSK-3p fehérjét. igy eléfordulhat, hogy a GSK-3p fehérjét a
ferulaldehid hatasara egy fehérje defoszforilalhatja. Ezt bizonyitja az is, hogy a ferulaldehid
onmagaban a kontroll érték ala csokkenti a GSK-3f foszforilacigjat a 30. percben, mikézben
az Aktl aktivacidjat szignifikdnsan fokozza. Mindent O6sszefoglalva elmondhatjuk, hogy a
ferulaldehid az LPS kezelést kdvetden a 30. percben bizonyosan nem az GSK-3f fehérjén
keresztiil fejtette ki a belsé porusok nyilasat gatld hatasat. Es a ferulaldehid az oxidativ stressz
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28. abra A ferulaldehid hatasa az Aktl és a GSK-3p foszforilacidjara az LPS-el kezelt RAW264,7
makrofigokban. A foszforilalt Akt (A) és a foszforilalt GSK-3[3 (B) szintjét megmértiik a lipopoliszachariddal
(100 ng/ml) és/vagy a ferulaldehiddel (50uM) kezelt RAW264,7 sejtek lizatumaban az LPS kezelést kdvetden 10
és 30 perc mulva. A ferulaldehidet minden esetben 5 perccel az LPS kezelés elott adtuk. GAPDH volt a
viszonyitasi fehérje. Image] szoftver segitségével hataroztuk meg az immunoblot abrakon a savok pixel
stirliségét. Az atlag + SEM értékeket 4 fliiggetlen kisérlet soran kaptuk meg €s oszlopdiagramokon abrazoltuk. A
szignifikans kiilonbségeket (P<0,01) az LPS (*); valamint a kontroll (#) csoportokhoz viszonyitva kaptuk.

Az IKK11 az apoptozist és a nekrozist a HepG2 sejtekben az mPTP-n keresztiil is
szabalyozza

Az irodalomban olvashatjuk, hogy az IK11 az A431 rakos sejtvonal kaszpazfiiggd, azaz a
mitokondrium kiilsé porusnyilashoz kapcsolddd apoptozisat okozza (318). Valamint azt is
megtalaljuk, hogy ha az mPTP rovidebb ideig van nyitva, apoptozist, ha pedig hosszabb ideig
van nyitva, akkor pedig nekrozist okoz (166, 290, 291). Ebbdl adoddan megvizsgaltuk, hogy
az IK11 vajon az mPTP nyilasan keresztiil valtja-e ki a HepG2 rakos majsejtek halalat. Azaz
megtorténik-e a mitokondriumok mPTP nyilasat jelz6 depolarizacidja és ebbdl adoddan a
ROS termelése. A vizsgélataink sordn kordbban mar lattuk, hogy az IK11 mar 1 puM-o0s
koncentracioban gatolta a sejtek osztodasat, mivel megakadalyozta a sejtek S fazisbol G2
valamint M fazisba valo belépését (319). Valamint azt is megfigyeltiik, hogy IK11 10 uM-0s
koncentracioban az apoptozist a kontroll sejteken mért 4,41%-ro61 26,34%-ra, a nekrdzist

crer

fokozta tovabb a sejtek halalat (319). A késébbiekben az 2,5-10 uM-o0s IK11 kezelést
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kovetden C400 reagenssel megvizsgaltuk a mitokondrium ROS termelését, valamint a 10 uM-
os IK11 kezelés utan JC-1 festéssel megvizsgaltuk a mitokondrium depolarizaciojat is. A
méréseink soran megfigyelhettiik, hogy az IK11 koncentracio fiiggd modon fokozta a

crer

cre

az IK11 stimulus kovetden (29. B abra). Ezt kovetden megvizsgaltuk, hogy a transz-
rezveratrol, mely a CypD foszforilaciojan keresztiil képes gatolni az mPTP nyilasat (273),
vajon az antioxidans vagy inkabb az mPTP nyilasat gatlo hatasan keresztiil csokkentett-e le az
IK11 indukélta sejthalalt. igy elészor C400 segitségével megvizsgaltuk, hogy a rendkiviil jo
antioxidans a NAC (2 mM) mekkora mértékben gatolja az teljes sejtben a letalis 1IK11 (10
uM) kezelést kovetden a tobb mint kétszeresére novekedett oxidativ stressz mértékét (29. C
abra). Emellett MTT vizsgalati médszerrel meghataroztuk, hogy NAC és a transz rezveratrol
az IK11 kezelést kovetden fokozza-e a sejtek életképességét (29. D és E abra). Az
eredményink azt mutattak, hogy a NAC teljes mértékben lecsokkentette a teljes sejtben a ROS
szintjét, de a sejtek életképességét csak nagyon kis mértékben ndvelte meg, mikdzben a
transz-rezveratrol a sejtek életképességét a kontroll sejteken mért értékre hozta vissza. A fenti
eredményinket Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy az IKI11 (10 uM) az mPTP nyilasan
keresztiil szabalyozza a sejtek apoptozisat és nekrozisat. Valamint, hogy a transz-rezveratrol
biztosan az mPTP nyilasat gatld hatasanak is koszonhet6en akadalyozta meg a proapoptotikus
faktorok kiszabadulasat, és biztositotta az elektrontranszportldnc normal miikodését, az ATP
szintézist, €s igy allitotta helyre a sejtek életképességét, mikozben gatolta a nekrdzist.
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29. abra. Az IKK11 az apoptézist és a nekrozist a HepG2 sejtekben az mPTP-n Keresztiil is

szabalyozza. A HepG2 sejteket 2,5-10 uM koncentracioban IK11-el és/vagy N-acetil-ciszteinnel (2 mM)
vagy transz-rezveratrollal kezeltiik (50 uM) 24 oran at. A kezelést koveten a teljes sejtben a ROS termelést
C400 segitségével (A, C), mig a sejtek ¢letképességének valtozasat MTT vizsgalati modszerrel mértiik meg (B,
D). Mig az oxidalt C400 fluoreszcencidjanak a valtozasat 485 nm gerjesztési és 555 nm emisszios
hullimhosszon mértiik meg Glomax Multi+ (Promega, Mannheim, Németorszag) multim6éda olvaséval. A
formazanna redukalt és savanyitott izopropanolban feloldott MTT-t esetében 550 nm hullamhosszon mértiilk meg
az abszorpciot Anthos Labtech 2010 plate-reader segitségével (B). A 10 uM koncentracidban IK11kezelést
kovetden 30 perc mulva JCI festéssel 4aramlasi citometrias vizsgalatot kovetdéen hatdroztuk meg a
mitokondriumok depolarizaciojat (B). A JC-1 festéskor 488 nm, hullamhosszisagi gerjeszté 1ézer fényt
hasznaltunk, mikdzben a festék fluoreszcens emisszidja a vOrds intenzitast (=590 nm) fényt6l a zold felé
tolodott (=529 nm) a depolarizacio soran (B). Az atlag £ SEM értékeket 3 fiiggetlen 6 parhuzamossal rendelkezd
kisérlet soran hataroztuk meg.

A PJ34 PARP gatlo akadalyozza a letalis IK11 kezelést kovetéen a mitokondrium mPTP
nyilasat jelzo ROS termelését és fokozza a sejtek életképességét

Az irodalomban olvashatjuk, hogy a szeptikus folyamatokban és az oxidativ stressz soran
is a PARP gatlok valamint a PARP gének elcsendesitése siRNS-el gatolta a jelatviteli
folyamatokat, a génexpressziot, az mPTP nyilasat jelz6 depolarizacidjat, a ROS termelést, az
apoptozis €s a nekrozist (284, 285, 286, 287). Ugyanakkor a gyulladdsos folyamatokban a
CypD génkiiitése soran lathattuk, hogy a mitokondrium fokozott ROS termelése valtja ki a
mitokondriumon kiviilli ROS termelés megindulasat. Tehat foként a mitokondrium belsd
poérusanak nyilasahoz kapcsolt ROS termelés felelds a sejtben az oxidativ stresszért. Az
irodalomban azt is olvashatjuk, hogy a PARP-1 aktivaciojat kovetden, az altala szintetizalt
PAR képes kivaltani a mitokondrium kiilsé poérusainak nyildsat és az intermembran térben
1év6 proapoptotikus faktor, az AIF kiszabadulasat és a sejtmagba helyez6dését (288). Azaz az
aktivalt PARP kivéltja a teljes porus, az mPTP nyilasat. Emellett a PARP kivaltja a NAD" és
ATP raktarak kimeriilését is. Ennek egyik oka, hogy a PARP gatolja a gliikkolizis egyik
enzimét a hexokinazt, és igy a szénhidratok lebontasanak gatlasaval csokkenti az ATP
szintézis. Valamint, mivel kivaltja az mPTP-t, és ennek koszonhetden az
elektrontranszportlanc nem megfeleld miikodését, szintén csokkenti az ATP szintézis.
Emellett a PARP altal katalizalt reakcio, energiatermeld folyamatokhoz sziikséges NAD™-ot
hasznalja fel szubsztratként, szintén csokkenti az ATP elééllitasat. Igy a letdlis, 10 uM
koncentracioja IK11 indukalta sejthalal esetében is megvizsgaltuk, hogy, vajon a PARP
aktivacidja szabalyozza-e a mitokondrium porusnyilasan keresztiil a mitokondrialis ROS
termelést és a sejthalalt. A kisérlet soran harom kiilonb6zé szerkezetlii PARP gatlot (PJ34,
HO3089, L2286) valamint kis interferald6 RNS-t (siRNS) hasznaltunk a letalis IK11 kezelés
elott. Majd 24 6raval késobb megvizsgaltuk a HepG2 sejtek életképességét MTT vizsgalati
modszerrel, valamint a ROS termelést C400 reagenssel. A vizsgalataink soran azt lattuk, hogy
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a hogy mindharom PARP gatlo (PJ34, HO3089, L2286) és az siRNS is azonos mértékben
gatolta az IK11 ¢letképességet csokkentd hatasat, és majdnem teljesen meg is sziintette azt
(30. B abra). Ugyanakkor a PJ34 PARP gatlo és az siRNS az letalis IK11 indukalta mPTP
nyilasat jelz6 ROS termelését teljes mértékben meggatolta (30. A abra). Emellett a Pj34
onmagaban a sejtek ¢letképességét kis kismértékben csokkentett, mig az siRNS dnmagaban
semmilyen tekintetben sem volt hatassal (30 A és B abra). Az eredményeket Osszefoglalva
elmondhatjuk, hogy s PJ34 PARP ¢és az siRNS gatld, mely semmilyen antioxidans sajatsaggal
nem rendelkezik, teljes mértékben meggatolta az mPTP nyilasat jelz6 mitokondrialis ROS
termelést. EbbSl adodoan biztositottak az elektrontranszportlanc normal miikodését, és az
ATP szintézist. Ennek is koszonhetéen az ATP valamint a NAD” raktarak ne meriiltek ki és a
sejtek életképessége jelentdsen nem csokkent.
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30. abra A PJ34 PARP gatlé akadalyozza a letalis IK11 kezelést kovetéen a mitokondrium mPTP nyilasat

s

IK11-el és/vagy 10 uM koncentracioban PJ34 PARP gatloval vagy SiIRNS-el kezeltiik 24 o6ran at. A PJ34 PARP
gatlot 1 oraval az IK11 kezelés eldtt adtuk a sejtekhez. Az siRNS-el pedig 40 oraval az IK11 kezelés elott
transzfektaltuk a sejteket. Majd a kezelést kdvetden C400 reagenssel meghataroztuk a ROS szintjét a teljes
sejtben (A), valamint a sejtek életképességét MTT vizsgalati modszerrel (B). A formazanna redukalt és
savanyitott izopropanolban feloldott MTT-t esetében 550 nm hullimhosszon mértiik meg az abszorpciot Anthos
Labtech 2010 plate-reader segitségével (B). Mig az oxidalt C400 fluoreszcenciajanak a valtozasat 485 nm
gerjesztési és 555 nm emisszios hullamhosszon Glomax Multi+ (Promega, Mannheim, Németorszag) multimodu
olvasoval megmértilk meg. Az atlag + SEM értékeket 3 fiiggetlen 6 parhuzamossal rendelkezd kisérlet soran
hataroztuk meg és az oszlopdiagramokon szazalékos értékben abrazoltuk.

A PJ34 PARP gatlo az IK11 kezelést kovetéen az Akt a JNK aktivaciojanak gatlasan
keresztiil gatolja a HepG2 sejtek osztodasat és valtja ki a sejtek halalat

A PARP aktivacioja hatassal van a MAP kinazok valamint az Akt aktivaciojara (285, 286,
320). Ebbdl adéddan immunblot technikdval megvizsgaltuk, hogy PJ34 PARP gatlé milyen
Aktl, INK1/2 és ERK1/2 fehérjék foszforilacidjara. A vizsgalataink soran azt lattuk, hogy az
JNK2, ERK1/2 és a p38 az IKKI11 kezelést kdvetd mar 10. percben szignifikdnsan
aktivalédott a HepG2 sejtekben, de a MAP kindzok koziil csak a JNK2 foszforilacidja
novekedett tovabb a kovetkezd 6 ordban. Ugyanakkor a JNKI1 foszforilacidjara nem volt
hatassal, mikozben az Akt foszforilaciojat lecsokkentette (31. A abra). Emellett a PJ34 PARP
gatld a INK1 foszforildcidjara nem volt hatdssal, mikdzben JNK-2 és az Akt foszforilaciojat
gatolta (31. A és B abra). A PJ34 6nmagaban nem volt hatassal a JNK1 (319) és JNK2
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foszforilacidjara, azonban az Akt aktivaciojat gatolta (31. A és B adbra). Hogy megvizsgaljuk a
patofiziologiai hatasat ezeknek a kinazoknak, az IKK indukcidjat kovetden a 24. oraban, a
kindzok aktivacigjat csokkentd gatloszerek haszndlata mellett megvizsgaltuk a sejtek
¢letképességét MTT vizsgalati modszerrel (31. C abra). A vizsgalatok soran azt talaltuk, hogy
a p38 és az ERK1/2 specifikus gatldsa nem volt hatassal a sejtek életképességére. Abban az
esetben, amikor az Aktl (Serd473) fehérjét két gatloszerrel gatoltuk, melyek koziil az
LY294002 a PI3K fehérje, az Akt-gatloszer IV az Aktl foszforilaciojat gatolta, azt lattuk,
hogy az Aktl aktivaciojanak gatlasa mindkét esetben csak nagyon kis mértékben csokkentette
az IK11 kivaltotta életképesség csokkenését (31. C éabra). Tehat patologias koriilmények
kozott az Aktl csak kis mértékben jarult hozza a sejthalalhoz. Az AkKtl azonban nem
patologias koriilmények kozott, azaz fokozott ROS termelés és apoptozis hianyaban, fokozza
a HepG2 sejtek osztodasat (321). Mivel a PJ34 a kezeletlen HepG2 sejtekben is gatolta az
Aktl aktivaciojat, ezért megvizsgaltuk, hogy a PJ34 6nmagaban is gatolja-e a HepG2 sejtek
osztodasat. A vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy a PJ34 meggatolta, hogy a sejtek
belépjenek S fazisbol a G2 fazisba, majd a mitdzisba, igy hatasa azonos volt az IK11-el (319).
Abban az esetben, amikor a letalis IK11 kezelés sordn a JNK-2 aktivaciojat gatoltuk SP
600125 gatloszerrel, a sejtek életképessége szignifikdnsan megnovekedett (31. C abra). Ezek
az eredmények bizonyitjak, hogy az IK11 kezelt HEPG2 sejtekben a PJ34 PARP gatl6 foként
a JNK2 fehérje foszforilacidjanak gatlasan keresztiil fokozza sejtek életképességét, mikozben
az Aktl aktivaciojanak gatlasan keresztiil foként a sejtek osztodasat gatolja. Ugyanakkor a
PJ34 annak ellenére, hogy fokozta a sejtek ¢letképességét, az IK11-hez hasonldan gatolta a
sejtek osztodasat az Aktl inaktivacidjan keresztiil.
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31. abra A PJ34 PARP gitlé az IK11 kezelést kovetoen az Akt a JNK aktivacidjanak gatlasan keresztiil
gatolja a HepG2 sejtek osztédasat és valtja ki a sejtek halalat. A HepG2 sejteket letdlis, 10 uM
koncentracioju IK11-el és/vagy 10 uM koncentracioban PJ34 PARP gatloval vagy SP-600 124 (JNK gatlo),
LY294002 (PI3K gatlo), specifikus Akt gatlo IV. gatloszerekkel kezeltiik 24 6ran az MTT vizsgalat, 6 6ran at az
immunblot esetén. A PJ34 PARP gatlot 1 draval az IK11 kezelés el6tt adtuk a sejtekhez. Immunblot technikaval
meghataroztuk a foszforilalt JNK2 (B abra) és az Aktl fehérje (A éabra) mennyiségét, valamint a sejtek
életképességét MTT modszerrel vizsgaltuk (C abra). A formazanna redukalt és savanyitott izopropanolban
feloldott MTT-t esetében 550 nm hullamhosszon mértiikk meg az abszorpciot Anthos Labtech 2010 plate-reader
segitségével (B). Az atlag + SEM értékeket 3 fiiggetlen 6 parhuzamossal rendelkez6 kisérlet soran hataroztuk
meg a sejtek életképességét majd oszlopdiagramon abrazoltuk. Az immunblot vizsgalat soran 3 parhuzamos
kisérletet végeztiink, és az atlag + SEM értékeket oszlopdiagramon abrazoltuk.

Diszkusszio

A CypD szamos korfolyamatban kivaltja az mPTP nyilasat

Hogy tanulmanyozzuk az LPS kezelést kovetden a CypD mitokondrium belsd
membranjdban 1évé poérusainak nyildsara gyakorolt hatdsat, azonos genetikai hatérrel
rendelkez6 vad tipust és Ppif -/- egerekbdl izolaltunk makrofagokat (166). Az LPS kezelés
hatdsara a makrofagokban mind a belsé, mind pedig a kiilsé mitokondridlis membranban
megjelenhetek porusok, melyek nyilasdt a CypD szabalyozza. A kiilsd mitokondrialis
membranban a BAX ¢és a BAK homo- vagy heterooligomerek, vagy a VDAC
homooligomerek, valamint a VDAC és a BAX vagy a BAK heterodimerek nyithatnak porust
(139-170), mig a belsé membranban az ATP szintaz dimerek, az ANT és a PiC fehérjék
nyitnak porust a CypD fehérjével vald kozvetlen kapcsolodasukat kdvetéen (174, 178, 185).
A belsé membranban 1év6 porusok nyilasa egyiitt jat a mitokondridlis halézat duzzadasaval.
Ezt igazoljak azok az eredmények, melyek arr6l szamolnak be, hogy a CypD hidnya gatolja
az agy ¢és maj sejtjeibdl izolalt mitokondriumoknak a duzzadasat (166). A CypD hianya
azonban a belsé porusok nyildsa mellett néhany esetben a kiilsé porusok nyildsat is gétolta.
fgy a CypD fehérjének a hidnya, vagy farmakologiai gatlasa szignifikansan lecsokkentette a
kiils6 poérusok nyilasat az iszkémia-reperfiziot €s az infarktust kdvetden a szivizomszovetben,
LPS kezelést kovetden a majszovetben, az oxidativ stressz indukcidjat kovetdéen az
idegszovetben. A CypD hidnyéanak a kiilsé porusnyilast gatlo hatasat, ezekben az esetekben a
kiils6 porusokon keresztiil kiszabadul6 apoptotikus faktorok csokkent mennyisége, €s igy az
apoptozis gatlasa mutatott. A CypD hianya a fentiek mellett gatolta még a hasnyalmirigyben
talalhatd P-sejtekben talalhatdé mitokondriumok kiilsé porusainak nyildsat, és igy a sejtek
apoptozisat (162-165). A makrofagokban valoszinilleg az LPS kezelés hatasara a
mitokondriumok 4&ltal termelt reaktiv oxigén fajtdk fogjak kivaltani a kiilsé porusok
megjelenését, és a sejthaldl elindulasat, amit a CypD a belsdé porusok nyilasanak gatlasaval
gatol (167-170). Altalanossagban elmondhatjuk, hogy a CypD hidnya védelmet nyujtott
minden olyan betegséggel szemben, ami fokozott oxidativ stresszel, gyulladassal, a
mitokondrium miitkodésének a sériilésével, valamint sejthalallal jar.

A CsA nem specifikus gatloszere a CypD fehérjének

Szdmos eredmény sziiletett mar, melyekben a CypD fehérjének az ATP szintaz
dimerekhez, az ANT és a PiC fehérjéhez valo kozvetlen kapcsolddasat, a CypD specifikus
gatloszerének tartott CsA-val gatoltak (173, 174, 178, 180, 184, 185, 322). A CsA azonban a
kalcineurin gatlasdn keresztiil gatolja a MAP kindzokat defoszforilaldo MKP-1 fehérje
(ERK1/2, INK 1/2, p38) pedig az LPS-el kezelt makrofagokban részt vesznek az NF-«kB (324)
és sajat transzkripcios faktoraik (AP-1, ELK-1, ATF-2) aktivaciojaban, és a gyulladas
kialakitasaban (108, 109). A CsA gatolja még a ciklofilin A, B és C fehérjéket is (292). A
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ciklofilin A gatlasaval immunszupresszans hatasat fejti ki, mikozben a ciklofilin A és B
CsA nyilvanvaloan nem tekintheté a CypD specifikus gatloszerének, azaz nem megfeleld a
mitokondrium belsé porusnyildsanak tanulmanyozasara a makrofagokban az LPS stimulusra
megjelend gyulladasos folyamatokban. Annak érdekében, hogy elkeriiljiik a kiilonbozo
inhibitorok mellékhatasait, mi egy genetikailag modositott modellt hasznaltunk, melyben a
Ppif gén kiiitése nem volt hatassal sem a vad tipust sejteknek, sem pedig az LPS-el kezelt
sejteknek az életképességére hasonloan a RAW264,7 makrofag jellegli sejtekhez (300).

A CypD hianya és a ferulaldehid az mPTP nyilason keresztiil gatolja a mitokondirum
depolarizaciojat

Egy korabban megjelent cikkben mar leirtdk, hogy a CsA gatolta a mitokondrialis belsd
porusok nyilasat a vakbél lekotését és kilyukasztasat kovetden kialakuld szepszis soran,
azaltal hogy fokozta a mitokondrium kélcium-ion tarold képességét, tehat gatolta a kalcium
inonok kiengedését az mPTP-n Keresztiil (301). Mi azonban egy mar ismert, és kozvetlen
modszert, a calcein-AM fluoreszcens festékkel ¢és kobalt-ionokkal torténo festést
alkalmaztunk (303), hogy kimutassuk azt, hogy az LPS a peritonealis makrofagokban kivaltja
a mitokondriumok belsé membranjaban a pdrusok nyilasat. Vizsgalataink soran kapott
eredményeink alapjan hatarozottan kijelenthetjiik, hogy a CypD hianya teljes mértékben
meggatolta a mitokondrium bels6é poérusnyilasat az LPS (1 pg/ml) kezelést kovetden a
peritonealis makrofag sejtekben. Ez a megfigyelésiink megfelelt azoknak az eredmények,
melyekben a CypD hidnya az idegsejtekben, a szivizomsejtekben €s a majsejtekben, valamint
a fibroblasztokban az iszkémia-reperfuzidt vagy Ca?*-ion tulterhelést kovetden gatolta a belsd
pérusok nyilasat (166). Ugyanakkor a vad tipus peritonealis makrofagokban 60 perccel az
LPS (1 pg/ml) kezelést kovetden a fluoreszcens calceinnel és kobalt-ionokkal torténé festéssel
mar detektdlhatd mennyiségli pérus nyilt a mitokondrium belsé membranjaban, ami a 90.
percben mar szemmel is jol lathato volt (19. abra). Ugyanezt tapasztaltuk akkor is, amikor a
RAW264,7 makrofag sejteket kezeltik 90 percig 1 pg/ml koncentracidban LPS-el. A
makrofag sejtekben a CypD kivaltja a mitokondriumok belsé membranjadban megjelend
porusok nyilasat (ANT, PiC), aminek kovetkeztében viz és ionok aramlanak a sejtplazmabdl a
matrixba, mikézben a mitokondrium megduzzad, és a matrix negativ potencidlja lecsokken
(167, 166). A belsd negativ toltés csokkenéséhez hozza jarulnak még azok a protonok (H") is,
melyek a krisztak belsd terébdl aramlanak a CypD fehérjéhez fizikailag kapcsolddott ATP
szintdz dimereken keresztiil a matrixba. A peritonealis makrofag sejtekben a mitokondrium
membranpotencial csokkenését, azaz a depolarizaciojat két fesziiltségfiiggd fluoreszcens
intenzitasu festékkel (JC-1, TMRM) és aramlasi citométerrel mértiik meg. Az eredmények azt
szinte teljes mértékben meggatolta a mitokondrium LPS indukalta depolarizacigjat (18. A, B,
¢ és D abra). Emellett az LPS-el nem kezelt CypD-/- sejtekben is magasabb értéken volt a
mitokondrium membranpotencidlja, mint azt a kontroll vad tipusu sejteknél lattuk. Ami
egyértelmiien bizonyitja, hogy normal koriilmények kozott is kis szamban kinyiltak a belsd
membranban 1év6 porusok, amit a CypD fehérjének a hianya szintén gatolt (18. A, B, C és D
abra). Az eredményeink alapjan egyértelmiien kimondhatjuk, hogy a CypD a belsd
pérusnyilason keresztiil szabalyozza a mitokondrialis membran depolarizaciojat az LPS-el
kezelt peritonedlis makrofdgokban. Ugyanakkor 1étezik a CypD fehérje hatasatol fiiggetlen
mitokondrialis depolarizacio is (300). Mivel a CypD hianya teljes mértékben meggatolta a
mitokondrium depolarizacidjat 90 perccel az LSP kezelést kovetden, igy egyértelmiien
kijelenthetjiik, hogy a CypD fehérjétdl fliggetlen depolarizacioé csak kismértékben jarul hozza
a mitokondrium depolarizaciojahoz. Késébbiekben megvizsgaltuk az LPS-el kezelt
RAW264,7 makrotfag jellegli sejtekben, hogy a ferulaldehid a rezveratrollal vald szerkezeti
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azonossagainak koOszonhetéen gatolni fogja-e a mitokondrium poérusnyildsit ¢és a
depolarizaciojat (273, 276, 325). A vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy 5 perccel az
(100 ng/ml) LPS kezelést kovetdon mar depolarizadlodott a RAW264,7 sejtek
mitokondriumainak membranja, majd a membranpotencial csokkenése a 30. percben elérte a
maximumat. Annak ellenére, hogy a 60 perccel késdbb a membran még mindig depolarizalt
maradt, a membranpotencial megndvekedni kezdett. Ugyanakkor a ferulaldehid eldkezelés
minden idOpontban, kis mértékben, de szignifikdnsan csokkentette az LPS indukalta
mitokondrialis depolarizaciot (20. abra), de nem gatolta meg, mint ahogy azt a CypD hidnya a
peritonealis makrofag sejteknél tette. Ezek az eredményeink azt is mutatjadk, hogy a
mitokondrium teljes mértékii depolarizaciojakor nem nyilt ki az 6sszes belsé membranban
1év6 porus. Ugyanakkor azt is megallapithattuk, hogy a RAW264,7 makrofag sejtek a 100
ng/ml koncentracioban alkalmazott LPS képesek legyozik. Ezt a megallapitdsunkat az
igazolta, hogy az LPS kezelést kovetben a 60. percben ndvekedésnek indul a
membranpotencial, azaz a TLR-4 receptorhoz kapcsolédd a dinamin-fiiggé endocitdzissal
endoszémakba keriilt LPS-nek meg kellet, hogy torténjen a teljes mértékli feldolgozasa,
eltavolitasa. Ezt bizonyitja a makrofagokban jelatviteli folyamatok valtozasa.

A CypD hianya és a ferulaldehid a belsé porusnyilasokon Kkeresztiill gatolja a
mitokondrialis és az extramitokondrialis ROS termelését

A mitokondrium bels6 membranjaban megjelend porusok kivaltjak a mitokondrium
membranjanak depolarizacidjat (325) és végiil a 1égzési elektrontranszportldnc miikodésének
zavarat. Az elektrontranszportlanc nem megfelelé miikddése soran levalo elektronok a reaktiv
oxigén fajtadk (ROS) mennyiségét ndvelik a mitokondriumban és végiil a teljes sejtben is. Az
irodalom a ROS termelésért foként a mitokondriumot teszi feleléssé, pontosabban a
mitokondrium belsd membranjaban talalhat6 1€gzési lanc elso tagjat, a NADH dehidrogenazt
(196, 197). Ugyanakkor azt is olvashatjuk, hogy maga az oxidativ stressz is ki tudja valtani a
mitokondrium belsé membrénjaban a pérusok nyilasat (226), amely igy tovabb depolarizalja a
mitokondriumok membranjat, és fokozza az elektrontranszportlinc miikddési zavarat és a
ROS termelést (167). A vizsgalataink soran megfigyeltiik, hogy az LPS-el nem kezelt CypD
hianyos peritonedlis sejtekben a vad tipust kontroll sejtekhez képest a mitokondrium ROS
termelése szignifikansan kisebb volt (21. A, B és C abra). Ez a megfigyelés alatdmasztja azt a
tényt, mely szerint fiziologias koriilmények kozott is szivarognak elektronok a 1€gzési lanc
tagjairdl, amit jelen esetben a CypD hidnya, a porus nyilas gatlasaval lathatoan gatolt (21. A B
¢s C abra). Ugyanakkor az eredményeink azt is mutatjak, hogy a sejtszintli fiziologias ROS
termeléshez a mitokondrium szintén fiziologias ROS termelése csak kis mértékben jarult
hozza (21. abra D). Emellett megfigyeltiik azt is, hogy a mitokondrium ROS termelése
id6fiiggd csokkenést mutatott a vad LPS-el (1pug/ml) Kezelt peritonealis sejtekben (21. A B és
C abra). Ugyanakkor a CypD hianya minden idépontban, azonos mértékben €s szignifikansan
csokkentette a mitokondriumoknal az LPS (1pg/ml) kezelés hatdsara megjelend ROS
termelését (21. A, B és C abra). Ezen eredmények alapjan azt feltételezhetjiik, hogy a ROS a
vad tipusu sejtekben valdsziniileg karositotta a 1égzési lanc tagjait, és egyéb mitokondrialis
funkciodk sériilését is okozhatta. A mitokondrialis halozat visszafordithatatlan sériilése pedig a
halézat feldarabolodasahoz, és a sériilt részek elminimalasahoz vezethetett (167, 169, 170,
326). Azonban avval, hogy a CypD hianya egy konstans értéken tartotta a mitokondrium ROS
termelését az LPS-el kezelt peritonedlis makrofagokban mind a harom iddpontban,
meggatolhatta a 1€gzési lanc sériilését is (21. dbra A, B, C). A CypD hidnya azonban nemcsak
a mitokondriumban, hanem a teljes sejtben is markdnsan gatolta a ROS termelést az LPS
indukciot kovetéen 24 6ra mulva is (21. D abra). A vad tipust sejtekben a sejtszintli ROS
termelés a 24. ordban tovabbra is CypD hidnyos sejteknél mért értéknél joval magasabb
értéken volt, ami ekkor mar nem volt magyarazhat6 csak a mitokondrium ROS termelésével,
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mivel az lecsokkent. Igy a vad tipusu sejtekben méar nemcsak a mitokondrium éltal termelt
ROS tartotta fenn teljes sejt ROS termelését (22. D abra). Ebbdl adédoan a CypD hianya
kozvetett modon gatolta az extramitokondridlis ROS megjelenését. Amely talan az oxidativ
stressz karositd hatdsanak koOszonhetden kiilonb6zé enzimreakcidk soran jelent meg.
Ugyanakkor a fiziologias ROS termelést sem a mitokondriumhoz, hanem a sejt tobbi részében
lejatsz6do biokémiai folyamatokhoz kapcsolodott.

A CypD hianya a peritonealis makrofagokban ROS termelésének gatlasan keresztiil
csokkentette le az NF-kB p65 aktivaciojat

A ROS hozzijarul az LPS indukalta gyulladasos folyamatok kialakitasaban
elengedhetetlen NF-xB transzkripcios faktor aktivacidjahoz. Ugyanis az irodalomban azt
olvashatjuk, hogy a tiidében az N-acetil-cisztein mM-os koncentraciéban és a NADPH oxidaz
egyik alegységének génkiiitése az oxidativ stressz gatlasan keresztiil meggatolta az NF-xB
aktivaciojat (217, 218). Az LPS természetesen jelatviteli mechanizmusokon keresztiil is
kivaltja az NF-«kB aktivaciojat, €s sejtmagba jutasat. Az NF-kB aktivacidjahoz sziikség van a
fehérje acetilaciojara és foszforilacidjara, hogy a megfeleld kofaktorokkal egyiittmikddve ki
tudja valtani a gyulladast kialakitd célgénjeinek az expresszidjat. Ezek a gének tobbek kozott
proinflammatorikus citokineket (TNF-a, IL-1pB, IL-6), kemokineket, adhézios molekulakat, az
iNOS és a ciklooxigenaz-2 fehérjéket kodoljak (COX-2) (108, 112, 114). A TNF-a citokin a
gyulladas kialakitasanak elengedhetetlen medidtora, melyet a makrofag sejtek a gyulladas
korai szakaszaban termelnek. (327). Az iNOS enzim altal katalizalt reakcié terméke, a
nitrogén-monoxid (NO), mely az oxidativ stressz kialakitdsdban vesz részt. A NO oxidaciojat
kovetden megjelend nitrit szintje alapjan, kozvetetten vizsgalhatjuk az iNOS expresszdjanak
mértékét (311). Vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy a peritonealis makrofagokban a
CypD hianya az LPS kezelést kovetden szignifikdnsan lecsokkentett az NF-xB fehérje p65
alegységének foszforilaciojat (Ser536), és az aktivalt NF-kB alegység mennyiségét a
sejtmagban (23. A, B, C és D abra). Ugyanakkor a CypD hianya az LPS kezelést kovetden az
NF-xB fehérje aktivaciojanak gatlasaval azonos mértékben gatolta két NF-kB fiiggd gén
(TNF-a, iNOS) expressziojat (23. E, F abra). Tehat a peritonealis makrofagokban a CypD
hianya ugyantgy gatolta, a ROS termelésén keresztiil az NF-kB aktivacidjat, mint az tette a
NAC ¢és a NADPH oxidaz egyik alegységének génkiiitése a tiidében (217, 218). Az
eredményeket Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a CypD hidnya a makrofagokban
kozvetleniil a mitokondridlis ROS és kozvetetten az extramitokondrialis ROS termelésének
csOkkenésén keresztiil gatolta az NF-xB p65 transzkripcios faktor aktivacigjat, és az NF-xkB
indukalt gének (TNF-a, iNOS) expresszidjat (23. A, B, C és D abra).

A ferulaldehid féként az antioxidans hatasan keresztiil gatolta a ROS termelést és ebbol
adodoan NF-kB p6S aktivacidjat

Abban az esetben, amikor a ferulaldehid hatdsat vizsgaltuk a mitokondridlis ROS
termelésre az LPS-el (100 ng/ml) kezelt RAW264,7 sejtekben, azt az eredményt kaptuk, hogy
a ferulaldehid mar 25 uM-os koncentracidoban teljes mértékben eltavolitotta a teljes sejtben a
reaktiv oxigén fajtakat (210). Hatdsa igy nagyobb volt, mint azt a CypD hianyanak esetében
lattuk az LPS-el (1 pg/ml) kezelt peritonealis makrofagokban (22. abra). Ugyanakkor a
ferulaldehid a mitokondrium belsé poérusainak nyilasat jelzé depolarizaciojat kisebb
mértékben gatolta az LPS-el kezelt RAW264,7 sejtekben, mint azt CypD hianya tette. Ebbol
adodoan megallapithatjuk, hogy a ferulaldehid a mitokondrium altal termelt reaktiv oxigén
fajtakat a szabadgyokfogd hatdsanak, és nem a belsé mitokondridlis porusok nyilasat gatlo
hatasanak koszonhetden tavolitotta el. Az eredményeink azt is megmutattak, hogy az 50 uM
koncentracioban alkalmazott ferulaldehid, mely teljes mértékben eltavolitotta a reaktiv oxigén
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fajtdkat, mar 10 perccel az LPS kezelést kovetden szignifikdnsan lecsokkentette az NF-xB
p65 alegységének foszforilacjat (24. A abra), valamint 24 6éra mulva az NF-kB p65 aktivitasat
jelzé relativ luciferaz aktivitast is. (210). Ugyanakkor az NF-xB p65 aktivacigjanak
csokkenésével azonos médon gatolta az NFkB-fliggd iNOS gén expresszidjat jelzd nitrit
szintet is (24. B és C abra). Az eredményeket vizsgalva azt is megfigyelhetjiik, hogy a
kiilonb6zd koncentracidban alkalmazott LPS koncentraciofiiggd modon az NF«B aktivitasat
jelzd relativ luciferdz aktivitast, amit a sejtben a reaktiv oxigén gyokoket teljes mértékben
eltavolitdo 50 uM koncentracioban alkalmazott ferulaldehid mindkét esetben egyarant teljesen
gatolt. Valamint azt is lathatjuk, hogy a ferulaldehid koncentraciofiiggd modon gatolta a sejt
szinti ROS szintjét, és az NFkB-fiiggd iNOS expresszidjat jelzé nitrit mennyis€égét is.
Ezeknek az adatoknak az ismeretében, mar hatarozottan kijelenthetjiik, hogy a mitokondrium
altal termelt ROS elengedhetetlen az NFkB aktivacidjahoz és az NFkB-fiiggé gén, az INOS
expresszidjahoz (24. A, B és C abra).

A ferulaldehid foként az MKP1 aktivaciojan keresztiil gatolta a MAP Kkinazok
foszforilaciojat

A gyulladas kialakitidsaban az NF-kB transzkripcids faktor mellett a MAP kindzok is
elengedhetetlenck. Ugyanakkor a MAP kindzok aktivacidjara is hatdssal van az oxidativ
stressz. Ezt igazolja egy eredmény, ami arrél szamol be, hogy a szabadgyokfogo N-acetil-
cisztein a makrofagokban az LPS kezelés mellett az oxidativ stressz gatlasaval lecsokkentette
a gyulladas kialakitasaban részt vevd ERK és p38 aktivaciojat, mikdzben a JNK aktivacigjat
fokozta (206). Tehat az oxidativ stressz novekedésével fokozodik az ERK és a p38
aktivacioja, mig a JNK aktivacigja csokken. A ferulaldehid mint, ahogy lattuk szintén
rendkiviil j6 szabadgyokfogo. gy megvizsgaltuk, hogy a ferulaldehid milyen hatéssal van az
LPS jelatvitele soran aktivalodo MAP kinazokra a RAW264,7 sejtekben. A ferulaldehid az
LPS kezelést kovetéen a 30. percben a JNKI1/2 aktivaciojat kozel a hatodara, a p38
aktivaciojat pedig koriilbeliil a negyedére csokkentette (26. A-D &bra), mig az ERK
aktivaciojat pedig az el6zoeknél joval kisebb mértékben gatolta (26. E, F abra). A ferulaldehid
ebbdl adoddan nemcsak a sejtszintli ROS eltavolitasan keresztiil fejtette ki a hatasat a MAP
kinadzokra, hanem valamilyen méas modon is hatott a MAP kindzok foszforilacigjara. Az
irodalomban azt is olvashattuk, hogy az LPS (100 ng/ml, 200 ng/ml) hatdsara a peritonealis
makorafogokban ¢s a RAW264,7 sejtekben a MAP kinazok (ERK1/2, INK1/2, p38) az LPS
kezelést kovetden a 15. percben érte el a maximalis értékét. Majd a kinazok aktivacidja az
LPS stimulust kovetden 120. perc fel¢ haladva folyamatosan, szinte a kontroll sejteken mért
értékére csokkent (313, 314). Természetesen a 200 ng/ml-es koncentracioban alkalmazott
LPS esetében a csokkenés valamivel kisebb volt (314). A MAP kinazok csokkenéséhez
jelentds mértékben hozzajarult a MKP1 foszfatdz fehérje mennyiségének a novekedése. A
MKP1 szintje az LPS (100 ng/ml, 200 ng/ml) kezelést kovetden azonban csak a 60. percben
érte el a maximumat, majd 120. percben lecsokkent a MAP kindzokhoz hasonldan, de szintje
a MAP kinazokénal még mindig joval magasabb volt (313, 314). Az MKP1 a MAP kinazokat,
fokeént INK1/2 és a p38 fehérjéket defoszforilacioval inaktivélja, igy csokkenti a gyulladast.
Ebbdl adoddan megvizsgaltuk, hogy a ferulaldehid, hogyan hat az LPS kezelést kovetden az
MKP1 fehérje mennyiségére, valamint mRNS szintjére a RAW267,4 sejtekben (27. A-C
abra). Az LPS kezelést kovetden a 30. percben az MKP-1 fehérje mRNS szintje megegyezett
a kontroll sejtekben mért értékkel, amit a ferulaldehid még tovabbi 6tszordsére emelt (27. A
¢s B abra). Ugyanakkor a ferulaldehid 6nmagaban is ugyanigy hatott az MKP1 mRNS-ének
szintjére. Ezek Az eredmények egyértelmiien bizonyitjdk, hogy a ferulaldehid legnagyobb
részt nem az oxidativ stressz gatlasan keresztiil gatolta a MAP kinazok aktivacidjat, hanem az
MKP1 fehérje szintjének novelésén keresztiil fejtette ki a gyulladast csokkentd hatasat.
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A ferulaldehid nem a GSK-3p fehérjén keresztiil szabalyozza az mPTP nyilasat

A makrofagokban a gyulladast az Aktl is gatolja. Egy cikk arr6l szamolt be, hogy a
RAW264,7 sejtekben az Aktl foszforilacioja az LPS (200 ng/ml) kezelés hatasara még a 120.
percben is folyamatosan novekedett (314). Az Aktl ugyanakkor lecsokkenti a gyulladast
kialakit6 MAP kinazok, az NF-«B transzkripcids faktor aktivacidjat és fokozza a GSK-3f3
(Ser9) foszforilaciojat (120, 114, 130, 131). Az LPS (200 ng/ml) kezelést kovetéen az Aktl,
valamint az Aktl altal foszforilalt GSK-3p és az MKP1 fehérjeszintjének ndvekedése
sziikséges a proinflammatorikus citokineket termeld M1 fenotipusi makrofagokbol az
antiinflammatorikus citokineket termelé M2 tipusi makrofagok megjelenéséhez, majd végiil a
citokin termelés teljes leallasahoz (313, 314, 316, 328). Az Aktl a MyD88-fiiggd és a
MyD88-fiiggetlen ttvonalon egyarant aktivalodik, de foszforilacidjat az oxidativ stressz is
fokozza. Ugyanis, amikor a RAW264,7 sejtekben az LPS (100 ng/ml) kezelést kovetéen az
oxidativ stresszt a szabadgyokfogo (10 mM) N-acetil-ciszteinnel gatoltak, az Aktl aktivacidja
kozel a felére lecsokkent (317). Ebbol adoddéan megvizsgaltuk, hogy a sejtben a reaktiv
oxigén fajtakat teljes mértékben eltavolitdo (50 uM) ferulaldehid szintén gatolja-e az Aktl
aktivaciojat, valamint az Aktl célgénjének a GSK-3f kindznak a foszforilacigjat a RAW264,7
sejtekben. Az eredményeink azt mutattdk, hogy az LPS kezelést koveton az Aktl aktivacidja
mar 10. percben megtortént, amit csak a 30. percben kdvetett a GSK-3 (Ser9) foszforilacidja
(28. A és B abra). Ugyanakkor a ferulaldehid az LPS kezelést kovetéen a 30. percben az Akt
aktivaciojat csak lecsokkentette, mikozben a GSK-3B (Ser9) foszforilacidjat szinte teljes
mértékben megakadalyozta (28. B dbra). Az eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy az Aktl
aktivaciojaban szintén részt vehetett a mitokondrium éltal termelt ROS. Ugyanakkor az is jol
latszik, hogy a ferulaldehid teljes mértékben meggatolta a GSK-3f aktivaciojat, mig azt Aktl
aktivacioja még mindig magas értéken maradt. Igy feltételezheté, hogy GSK-3B (Ser9)
foszforilacigjat valamely fehérje defoszforilacioval szabdlyozhatja, vagy foszforildcigjaért
nemcsak az Aktl lesz felelés. A GSK-3p kinazt az Aktl mellett a PKG is foszforilalhatja a 9.
helyzetli szerin aminosavon, amely ezt kovetden foszforilalhatja a CypD fehérjét, és igy
gatolja a bels6é porusok nyilasat (273). Ugyanakkor a mi esetiinkben a GSK-3B az LPS
kezelést kovetden a 30. percben nem foszforildlodott, igy nem vehetett részt a CypD
foszforilacigjaban, ¢és a belsdé porusok nyilasdnak gétlasdban. Azonban a CypD fehérjét
nemcsak a GSK-3B tudja foszforilalni, hanem a PI3K/Akt ttvonalon aktivalodo Akt2 is,
amely a CypD fehérjét a 31. szerin aminosavon foszforilalja, igy gatolva a bels6é porusok
nyilasat (258). igy eléfordulhat, hogy a makrofagokban az Akt2 lesz felelds lesz a CypD
foszforilacigjaért és a mitokondrium belsé membranjaban 1évd porusok nyilasanak gatlasaért.
Ugyanakkor itt azt is meg kell emliteni, hogy a ferulaldehid hatasa ebben az esetben eltért az
azonos szerkezeti elemekkel is rendelkezo rezveratrolétél, mivel a rezveratrol az LPS
indukalta PI3K/Akt utvonalon aktivalédd Aktl aktivacigjat tovabb fokozta, azaz kozel
kétszeresére emelte a RAW264,7 sejtekben. Ugyanakkor a rezveratrol Onmagdban is
megnovelte az Aktl aktivaciojat (329). A rezveratrol a PI3K/Akt utvonalon aktivalodoé Akt2
aktivaciojat 1s tovabb fokozta, mely ezt kovetden foszforilalta a CypD fehérjét a 31. szerin
aminosavan, ¢és igy gatolta a CypD porusnyitd hatasat (276).

A CypD fehérje hianya nem a ROS csokkentésén keresztiil hatott az Aktl aktivacidjara

Ugyanakkor mi a peritoneédlis makrofagokban is megvizsgaltuk, hogy a CypD fehérjének
a hianya hogyan hat az Aktl és az Aktl célgénjeinek, a FoxO1 és a FoxO-3a transzkripcids
faktoroknak a foszforilacidjara. A vizsgalataink soran azt talaltuk, hogy az aktivalt Aktl
szintje az LPS-el kezelt és nem kezelt a CypD-/- peritonealis sejtekben egyarant nagyobb volt,
mint a megfeleld vad tipusu sejtekben (25. A és B abra). Az Aktl aktivacidjanak valtozasat
jol mutatta, a célfehérjéinek a FoxO1 (25. C és D abra) és FoxO-3a transzkripcios faktorok
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(25. E és F abra) foszforilacigjanak a valtozasa. A FoxO fehérjék aktivacidja és inaktivacidja
is kiilonboz6 szerin és treonin aminosavaiknak foszforilacidjat igényli. Az aktivalt Aktl
foszforilalja a jelatvitelben utana kovetkezd FoxO1 transzkripcios faktort a Thr24 aminosavon
¢s a FoxO-3a transzkripcios faktort a Thr32 aminosavon, €s igy inaktivalja éket (132, 133). A
FoxO transzkripcios faktorok az oxidativ stresszel szemben védik a sejteket, mivel a DNS
karosodasokat javito fehérjéket, valamint az oxidativ stressz csokkentésében elengedhetetlen
enzimeket (pl.: MnSOD, katalaz, peroxiredoxin III) kodoloé gének transzkripcidjat fokozzak
(132). Abban az esetben, ha az oxidativ stressz tartosan magas értéken all fenn, a FoxO-3a
kivaltja a sejtek proapoptotikus génjeinek az expresszidjat, é¢s az apoptozist (132, 133). Az
LPS indukalta FoxO-1 foszforilacidja a CypD hianyos peritonealis makrofagokban sokkal
nagyobb mértékben emelkedett, mint az Aktl foszforilacidja, ami jelzi, hogy a FoxO1 Thr24
foszforilacigjaért nem egyediil az Aktl felelds (25. C és D éabra). Ugyanakkor az Aktl és a
FOXO-3a foszforilacidjanak mértéke azonos volt, igy a FoxO-3a foszforilaciojaért az Aktl
felelés (25. E és F abra). Az irodalomban olvashatjuk, hogy az oxidativ stressz nemcsak a
mitokondriumok porus nyilasat valtja ki, hanem a mitokondrium DNS-ének, fehérjéinek és
lipidjeinek karositasaval a mitokondrium feldarabolodésat is, a mitofagiat és a sejtek halalat
(169=180, 170=181, 212=223, 226=237). igy a vad tipust sejtekben a nagyobb mértékii
oxidativ stressz karositdo hatdsdnak kikiiszobolésére, az Aktl aktivacidja csokkent, ami a
FoxO1 ¢és a FoxO-3a inaktivacidjanak a csokkentését vonta maga utan. A CypD hidnyos
sejtekben pedig a gyulladést csokkenéséért, €s az M2 fenotipusi makrofagok megjelenéséért
felelos Aktl aktivacigja, valamint ebbdl adéddan a FoxO1 és FoxO-3a faktorok inaktivacidja
is nagyobb volt. Mivel a CypD hidnyos sejtekben az LPS kezelést kdvetden az oxidativ
stressz lathatdan nem kdarositotta a mitokondriumok miikddését, nem is volt sziikség az
oxidativ stressz karositd hatédsait ellensulyozo FoxOl és FoxO-3a transzkripcios faktorok
miikodésére, és az Aktl inaktivaciojara ellentétben az LPS-el kezelt vad sejtekkel.
Ugyanakkor itt meg kell emliteni azt is, hogy mivel az Aktl szintje az oxidativ stressz
csokkentésével egyiitt nem csokkent, ebben az esetben eltért a NAC és a ferulaldehid
hatasatol, és a rezveratrol hatasaval egyezett meg. Mivel az LPS-el nem kezelt CypD hianyos
sejtekben is nagyobb volt az Aktl aktivacioja, jelzi, hogy a CypD fehérje 6nmagaban is
valamilyen modon hozza jarult a jelatvitel szabalyozasahoz. Ennek kdszonhetéen a kontroll
CypD hianyos sejtekben egy megvaltozott egyensulyi allapotot alakitott ki. Azaz az Aktl
fehérje szintjének valtozasa az LPS-el kezelt CypD hidnyos sejtekben nem magyarazhat6 sem
avval, hogy az oxidativ stressz a PTEN inaktivacidjan keresztiil fokozta az Aktl aktivacidjat
(224, 329), sem avval, hogy az Aktl fehérjék cisztein oldallancainak oxidaciojaval diszulfid
hidak jelennek meg, melyek lehetévé teszik, hogy foszfoprotein foszfatiz-2a fehérjek
kapcsolodjanak az Aktl fehérjékhez, ami az Akt fehérjét defoszforilacioval inaktivalja (225).
Tehat a CypD fehérjének a hianya, nem hathatott az oxidativ stressz csokkentésén keresztiil
az Aktl aktivaciojara.

A HepG2 sejtekben az 1IK11 a PARP aktivaciojan keresztiil valtja ki az mPTP nyilasat,
és a JNK-2 aktivaciojat valamint az Aktl inaktivaciojat és a sejtek apoptozisat,
nekrozisat

A PARP enzimek koziil a PARPI enzim elengedhetetlen az LPS indukalta gyulladas

kialakitasaban, mivel a PARP1 génkiiitetése a normalis esetben letalis LPS (40 mg/kg)
kezelés esetén az egerek 90%-anak talélését okozta (278). Aminek hatterében a belsé szervek
aktivaciojank a gatlasa allt. (278, 284). Emellett a PARP gatlok esetében leirtak, hogy a
PI3K/Akt ttvonalon az Aktl (Serd473) és a GSK-3B (Ser9) foszforilacidjanak fokozéasan
keresztiil gatoltdk a mitokondrium belsé porusnyilasat jelzd depolarizaciojat (287). A és a
PI3K/Akt utvonalon foszforilalodo GSK-3B és Akt2 fehérje a CypD foszforilaciojaval pedig
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gatolja a bels6 porusok és az mPTP nyilasat (273). Az irodalomban olvashatunk arrél, hogy a
PI3K/Akt utvonalon aktivaloédott Akt2 aktivacidjanak a gatlasaval kivaltottdk, a
glioblasztoma, agyi rakos sejtek halalat. Igy mi megvizsgaltuk, hogy az IK11 (2,4-
dimethoxyphenyl-E-4-arylidene-3-isochromanone) a HepG2 tumoros maj sejtvonalon vajon a
gatlok, az mPTP nyilasanak gatlasaval keresztiil szabalyozzdk-e a sejtek halalat. A
vizsgalataink soran lathattuk, hogy az IK11 mar 1pM-ban megakadalyozta a sejtek S fazisbol
G2 fazisba és a mitozisba valo belépését, azaz a sejtosztddas, és kismértékben csokkentette a
sejtek életképességét. Az IK11 10 puM-ban mar jelentdsen lecsokkentette a sejtek
¢letképességét, mikézben az apoptozist 5,972 a nekrozist 7,147 szeresére novelte a kontroll
sejtekhez képest, és kivaltotta a mitokondriumok belsdé pérusnyilasat jelzé depolarizacidjat és
a mitokondrialis ROS termelést. Mivel IK11 (10 uM) kezelés hatasara jelent6sen, tobb mint
kétszeresére emelkedett ROS termelést a NAC teljes mértékben meggatolta, mikézben a
sejtek életképességre csak kis mértékben hatott, igazolja, az ROS csak kis mértékben jarult
hozza a HepH2 sejt életképességének a csokkenéséhez és a sejthalalhoz. Ez talan avval
magyarazhatd, hogy a HepG2 rdkos ma4j sejtvonalban a normal koriilmények kozott is
fokozott antioxidans mechanizmusai kikiiszobolhették a ROS kérosité hatasait. Ebbdl
adoddan a transz-rezveratrol bizonyosan nem az antioxiddns hatasdnak, hanem a
cGMP/PKG/GSK-3B/CypD tutvonalon az mPTP nyilast gatld (273) hasanak koszonhetden
gatolhatta a mitokondrium intermembran terébdl a proapoptotikus faktorok kiszabadulasat,
allithatta helyre az elektrontranszportlanc normal mukodését, az ATP szintézist €s a sejtek
életképességét. Ugyanakkor a rezveratrol valdszinilileg a mitokondridlis porusnyildsokhoz
nem kapcsolddo jelatviteli folyamatokra is hathatott. igy, példaul a transzkripcios faktorok
aktivaciojanak gatlasan keresztiil csokkenthette a PARP aktivacigjat, mint az tette a szepszis
esetében (330, 282). Valamint a PAR szintjének csokkentésével gatolhatta a sejtek kiilso
mitokondrialis porusnyilashoz kapcsolodo apoptozisat (289). Ezt a felvetést igazolja az, hogy
harom kiilonb6zo szerkezeti PARP gatlé (PJ34, HO3089, 1.2286) és az siRNS is kozel
azonos mértékben ¢és szinte teljesen meggatolta a letalis IK11 (10 uM) kezelést kdvetden a
HepG2 sejtekben az mPTP nyilasat jelz6 ROS termelést, valamint a sejtek apoptdzisat és
nekrozisat jelzd életképesség csokkenését. Ugyanakkor a kisérleteink sordn arrdl is
meggy0zddhettiink, hogy az IK11 kezelést kovetden a PARP fehérjek a JNK2 fehérje
aktivaciojanak fokozasan keresztiil valtjak ki a HepG2 sejtek halalat, mig az Aktl (Ser473)
inaktivacidjan keresztiil foként a sejtosztodas leallasaért felelések. Mivel a PJ34 6nmagaban
és IK11 kezelés mellett is csokkentett az Aktl aktivaciojat, amely igy nem foszforilalhatta a
CypD fehérjét, és nem gatolhatta az mPTP nyilasat. igy a CypD valamilyen mas jelatviteli
utvonalon foszforildlodhatott (Akt2, PKG/GSK3p). Az irodalomban mar a korabbiakban
leirtak, hogy a rdkos méj HepG2 sejtvonalon az ikaritin (prenilflavonoid) a JNK1 aktivaciojan
keresztiil valtja ki a kaszpaz-3 aktivaciojat, és a sejtek apoptozisat (321). A citoszolbdl a
mitokondriumba jut6 ¢és a mitokondriumban aktivalodo JNKI1 fehérje pedig a
mitokondriumban megtorténd foszforilaciojat kovetden kivaltja a mitokondrium kiils6
pérusainak nyilasat, a citokrom-C (Cyt-C) kiszabadulasat és az apoptozist (322). A mi
vizsgalataink sordan a JNK2 aktivacidja valtotta ki a sejthaldlt, igy el6fordulhat, hogy a
mitokondriumban jelen 1év6 JNK2 is az aktivaciojat kovetden szintén kivaltja a mitokondrium
kiils6 porusainak nyilasat.

Konkluzio

A vizsgalataink sordn nyilvanvaléva valt szdmunkra, hogy a ferulaldehid 25 puM-nél
nagyobb koncentricioban, kis mértékben gatolta a mitokondrium belsé porusnyilast jelzd
depolarizaciojat és ROS termelését, mikdzben a reaktiv oxigén fajtakat teljes mértékben
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eltavolitotta a teljes sejtben. A ferulaldehid igy a gyulladas egyik komponensének, az oxidativ
stressznek az eliminaldsat nem a belsd porusnyilast gatld hatasdnak, hanem szabadgyokfogd
képességének koszonhette. A ferulaldehid az oxidativ stressz gatlasaval egyértelmiien gatolta
az NF-«xB aktivaciojat, és a NF-kB indukalta gének expresszidjat. Ugyanakkor a ferulaldehid
az EKR1/2, JNK1/2 és a p38 MAP kinazok aktivaciojara gyakorolt hatasat nemcsak az
oxidativ stressz gatlasanak koszonhette, hanem egyrészt annak is, hogy megndvelte az MKP1
expresszidjat és fehérje szintjét az LPS-el kezelt RAW?264,7 sejtekben. Mivel a ferulaldehid
az LPS kezelést kdvetden gatolta az M2 fenotipusu makrofagok megjelenéséhez sziikséges
Aktl és a GSK-3p kinazoknak a foszforilaciojat, ugyanakkor az MKP-1 mennyiségét fokozta.
A ferulaldehid MAP kinazokat aktivaciojat, azaz a gyulladéast gatlo hatdsat az MKP-1
aktivaciojanak koszonhette. Ugyanakkor az MKP-1 nem nélkiilozhetetlen sem a gyulladés
csokkentésében sem a makrofagok M2 fenotipusanak megjelenéséhez. Az Aktl pedig
feltétleniil sziikséges a makrofagok citokin termelésének leallasahoz, és a M2 fenotipusu, a
szoveteket regenerald makrofagok megjelenéséhez. Talan ezért is lattuk korabban az egér
kisérleteink soran, hogy a ferulaldehid, csak a gyulladéas kezdeti szakaszaban volt hatasos, de
az egerek tulélésre nem volt hatdssal (313, 314, 316, 323). A ferulaldehid és a rezveratrol
valdszintileg a szerkezetileg azonos épitéelemeiknek koszonhetden gatolta a MAP kinazok, az
NF-kB aktivaciojat, az iNOS ¢és a COX2 expressziojat, valamint a mitokondrium
depolarizaciojat a makrofagokban. Ugyanakkor szerkezeti kiilonbségeik lesznek feleldsek
eltérd hatdsaikért. Ugyanis amig a makrofagokban a rezveratrol fokozta az Aktl aktivaciojat,
addig a ferulaldehid csokkentette. A rezveratrol a PI3K/Akt utvonal aktivacidjan,
pontosabban az Akt2 és a GSK-3f fehérjéken keresztiil foszforilalta a CypD-t, és gatolta
belsé porusok nyilasat, a depolarizaciot és az ATP szint csokkenését a makrofagokban. A
ferulaldehid azonban teljes mértekben meggatolta a GSK-3p foszforilacidjan, igy ezen az uton
nem hathatott a bels6 porusok zaroédasara.

A kisérleteink soran nyilvanval6 valt, hogy a PARP enzimek, foként a PARP1, nemcsak a
szeptikus folyamatok kialakitasaban vesznek részt a mitokondirum kiilsé és belsd
membranjaban 1év6 poérusok kinyitasaval, a jelatviteli folyamatok mellett. Hanem a HepG2
tumoros maj sejtvonalban az IK11 indukalta apoptozis és nekrozis kivaltasaban is. A
kisérleteink sordn megbizonyosodhattunk arr6l, hogy a letdlis IK11 kezelés nem a
mitokondrialis ROS termelésen keresztiil csokkentette le a sejtek ¢életképességét, hanem a
PARP aktivacigjanak koszonhetéen a megndvekedett JNK-2 és a lecsokkent Aktl
aktivacidjanak. Mig a JNK2 aktivacioja az apoptozist €s a nekrdzist valtotta ki, addig az Aktl
foszforilacigjanak a csokkenése a foként sejtosztodas leallasahoz vezetett. Az antioxidans
tulajdonsaggal nem rendelkez6 PARP gatlok és az siRNS azonban a belsé mitokondrialis
porusnyilést jelz6 ROS gatlasanak is kdszonhette a sejthalal gatlasat. A PARP gatlok azonban
nemcsak a belsd mitokondrialis porusnyilast gatoljdk, hanem a PAR termelésén keresztiil a
kiilsé mitokondralis pérusnyilast is, és ennek koszonhetden az apoptézist is (288). Igy a
PARP gatlok €s az siRNS is a poli (ADP-rib6z) reakcio gatlasaval, a jelatviteli folyamatokra
gyakorolt hatasaval, a gliikkolizis biztositdsaval, a kiilsé porusnyilds gatlasaval és a
mitokondrium elektrontranszportlanc normalis miikddésével biztositottdk NAD" és ATP a
raktarak fennmaradasat, és gatoltak a sejtek apoptozisat és nekrozisat. Ugyanakkor a PARP
gatlok nem a PI3K/Aktl utvonalon gatoltak belsé poérusok nyilasat az 1K11 kezelt HepG2
sejtekben. Igy eléfordulhat, hogy a PARP gatlok az Akt2 fehérjén vagy a PKG/GSK3p
fehérjén keresztiil gatoltak a prousnyilast a CypD foszforilaciojaval,

A peritonealis makrofagokban CypD hianya a mitokondirum ROS termelésén keresztiil
gatolta az NF-«kB aktivaciojat és az NF-kB-fliggé gének (TNF-a, iINOS) atirasat. Azonban a
CypD hidnya az oxidativ stressz gatlasaval a makrofagokban nem gatolta az Aktl
aktivacidjat, hanem tovabb ndvelte, bizonyitja, hogy a mitokondrialis matrixban 1évé CypD
fehérje nemcsak a ROS csokkentésével volt hatassal a jelatvitelre. Nem ismert még hogy mi
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all ennek a folyamatnak a hatterében, de az irodalomban mar olvashatunk arrél, hogy a bels6
porusnyilas dnmagaban is kivaltja a jelatvitel valtozasat (324). Azt azonban azt egyértelmiien
elmondhatjuk, hogy a CypD fehérjének a hianya avval, hogy gatolta a mitokondirum
depolarizaciojat, a belsé porusok nyilasat és ROS termelését, biztositotta a mitokondriumok
stabil miikddését. Tehat gatolta a mitokondriumok feldarabolodasat, és a sejtek halalat.
Emellett a CypD hidnya a makrofagokban az LPS kezelést kovetden az M2 fenotipus
megjelenéséért felelés Aktl aktivacioja tovabb fokozta, mikozben a gyulladast kialakitd NF-
kB aktivaciojat valamint a makrofagok morfoldgiai valtozasat gatolta. Ezek az eredmények
bizonyitjak, hogy a CypD hidnya gatolta a makrofagoknak az adaptiv immunfolyamatokat
kivalté klasszikus aktivacidjat, valamint gatolta a makrofagok gyulladasos citokinjeinek a
szekrécidjat. Ezeknek koszonhetéen a CypD hidnyanak esetében a szepszis
hiperinflammatorikus szakaszaban az immunfolyamatokat kialakité makrofagok aktivécioja
nem valt tilzotta. Valamint a citokin vihar nevii jelenséget kialakitd proinflammatorikus
citokinek szekrécioja is szignifikansan lecsokkent (325). Ez azért is fontos, mivel a
hiperinflammatorikus szakaszban megjelend tulzott immunreakciot és gyulladast kompenzalja
a szervezet a hipoinflammatorikus szakasszal. Igy a CypD fehérje izomeraz funkcidjat gatlo
gyogyszereknek a kifejlesztése, bizonyitottan megoldast nyujthat a szepszis kezelésében.
Kiilonosen az egyre gyakrabban megjelend multirezisztens mikroorganizmusok esetében. De
emellett minden olyan betegségnek a kezelésében is megoldast jelenthetnek, melyek
gyulladassal, és a mitokondrium altal szabalyozott sejthalallal jarnak (Alzheimer, Parkinson,
Huntington, iszkémia-reperfazot koveteden a szivizomsejtek halala).
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