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Roviditések

Akt/ PKB; protein kinase B; ANT, adenine nucleotide translocase; Bak; BCL2-
antagonist/killer; Bax; BCLZ2-associated X protein; COX-2; cyclooxygenase-2; CsA,;
cyclosporine A; CypD; cyclophilin D; ECSIT; evolutionarily conserved signalling
intermediate in Toll pathways; ERK; extracellular signal-regulated kinase; FOXO; forkhead
box gene group; IFN-y; interferon-y; IL; interleukin; 1K11; 2,4-Dimethoxyphenyl-E-4-
arylidene-3-isochromanone; iNOS; inducible NO-synthase; JNK; c-Jun N terminal Kinase;
LBP; lipopolysaccharide binding protein; LPS; lipopolysaccharide; MAPK; mitogen-
activated; protein kinase; MKP; MAP kinase phosphatase; MD-2; myeloid differentiation
protein-2; MyD88; myeloid differentiation primary response gene 88; NF-kB; nuclear
transcription factor-kappa B; ROS; reactive oxygen species; SOD; superoxide dismutase;
TLR; TBK1; TRIF/TANK-binding kinase 1; TLR; Toll-like receptor; TRIF; TIR-domain-
containing adapter-inducing interferon-; TNF-a; tumor necrosis factor-o; VDAC, voltage

dependent anion channel.

Bevezetés

A szepszis

A szepszis egy keétfazisi szisztémas gyulladdsos valaszreakcio, amit kiilonbozo
mikroorganizmusok (baktériumok, gombak, virusok) valtanak ki. A szepszis elso
hiperinflammatorikus ~ szakasza  erfteljes  szisztémdas  gyulladéassal, ¢és  tulzott
immunmiikodéssel, mig a masodik hipoinflammatorikus szakasza, mely az elsé szakaszt
kompenzalja, jelentdsen lecsokkent immunmikodéssel, valamit a gyulladas gatlasaval jar.
Hosszu évtizedekre visszanyulo kutatdsok ellenére a szepszist ma is a haldlozasok egyik
leggyakoribb okéanak tekintik. A szepszisben szenvedd betegeket jelenleg az intenziv
osztalyos ellatas soran antibiotikummal kezelik, de a mortalitdsa még igy is 10%-0s a fiatal és
38%-0s a 85 évnél idésebb populacioban az Amerikai Egyesiilt Allamokban. Ezeknek a
betegeknek a haldla az adekvat korhazi beavatkozasnak kdszonhetden mar tobbségében nem a
hiperinflammatorikus szakaszban, hanem a hipoinflammatorikus szakaszban kovetkezik be a
jelentdsen lecsokkent immunmiikddésnek koszonhetden kialakuldé mdsodlagos fertdézések
hatasara. Ebben az esetben az egyének halalahoz hozzajarulnak még a hiperinflammatorikus
szakaszban megjelent belsé szervi mikodési elégtelenségek. A szepszis megfeleld

gyogymodjanak megtaldldsa azért is valik olyan fontossa, mivel az antibiotikum kezelés a



multi-rezisztens baktériumok megjelenése miatt mar nem nyujthat sokaig védelmet a

szepszissel szemben.
Az LPS jelatvitele

A szepszist a Gram-negativ baktériumok LPS vegyiilete is kivaltja a kiilonb6z6 szervek és
immunsejtek sejtfelszini TLR4 receptorahoz kapcsolodva. A szervezetbe, pontosabban a
véraramba jutd LPS a velesziiletett immunvalaszt kialakitdé monocitdkat vagy a szdvetekben
1évé makrofagokat egyarant klasszikus modon aktivalja. Az oldott allapotban 1évé LPS
eldszor az LPS kot6 fehérjéhez (LBP) kotddik, majd az igy kialakult komplex eldszér a CD14
fehérjéhez, majd végiil a TLR4/MD?2 sejtfelszini receptor komplexhez kapcsolodik. A TLR4
receptor aktivacidjat kovetden a makrofagokban a MyD88-fiiggd és a MyD-88 filiggetlen
jelatviteli ttvonalon egyarant foszforilacioval aktivaléodnak a MAP kinazok (ERK1/2,
INK1/2, p38) és az NF-kB (p50/p65) transzkripcids faktor. Az NF-kB aktivacidjadhoz a
foszforilacigja mellett sziikség van a fehérje acetilacigjara is. A foszforilalt MAP kinazok
kiilonb6z6  transzkripcidos faktorokat foszforildlnak, melyek az NF-«B (p50/p65)
transzkripcids faktorral egyiitt a gyulladast kialakité gének (IL-1B, IL-6, IL-12, TNF-a, iNOS,
COX-2) atirasaért felelések. Az LPS az MKP-1, azaz a MAP kindzokat defoszforilalo fehérje
transzkripcidjanak és a fehérje szintjének novekedésén keresztiil gatolja az ERK1/2, INK1/2
¢s a p38 foszforilaciojat, aktivacidjat a makrofagokban. Az MKP1, a JNK1/2 és a p38
kinazokat nagyobb mértékben defoszforilalja, mint az ERK1/2 fehérjét. Az LPS (100/200
ng/ml) kezelést kovetden a makrofag (RAW264,7) sejtekben az MKP1 fehérje szintjének a
novekedése késve koveti a MAP kindzok aktivacigjanak a novekedését. Mig a MAP kinazok
aktivacidja mar a 15. percben eléri maximalis értékét, addig az MKP1 esetében ez csak a 60.
percben lathato. A MAP kinazok aktivacioja ezt kovetéen a 120. percben szinte a kontroll
értékére csokken, amit ugyan kis késéssel, de az MKP1 fehérje szintjének a csokkenése is
kovet. Az MAP kindzokat aktivaciojat az MKP1 mellett az LPS kezelés hatasara a PI3K/Akt
¢s a TRIF/TBK1 utvonalon foszforilacioval aktivalodd Aktl fehérje is korlatozza. Az Aktl
emellett gatolja még az NF-xB (p50/p65) aktivacidjat is. Az LPS (100/200 ng/ml) kezelést
kovetéen az Aktl fehérje aktivaciojanak valtozasa, eltér attol, amit a MAP kinazok és az
MKP1 esetében lattuk, mivel foszforilacidja még 120. percben tovabb novekszik a
(RAW264,7) sejtekben. Az Aktl aktivaciojanak késoi novekedése pedig elengedhetetlen a
makrofagok fenotipus valtasaban. Azaz lehetévé teszi, hogy olyan makrofagok jelenjenek
meg, melyek a gyulladast csokkentik az antiinflammatorikus citokin (IL-10) szekrécidjukkal,

és szovetek regeneralodasahoz jarulnak hozza az extracellularis matrixot felépité fibronektin,



¢s matrixhoz kapcsolodo fehérjéket (BIG-H3) szekréciojaval. Az aktiv Aktl ezen feladatai
mellett képes foszforilacioval inaktivalja a FoxO1 és a FoxO-3a transzkripcios faktorokat,
melyek vagy csokkentik az oxidativ sériilés mértékét, vagy a talzott oxidativ karosodas esetén

kivaltjak a makrofag sejtek apoptozisat.
Az LPS és a CypD hatasa a mitokondrium porusnyilasaira és a ROS termelésére

A CypD fehérjét a sejtmagban talalhatd Ppif gén kodolja és a mitokondrium matrixdba
jutasat a fehérje N-terminalisan 1év célszekvencia biztositja, mely a mitokondriumba 1€pést
kovetden levalik. A matrixaban 1évé CypD fehérje kozvetleniil kapcsolédik a belsd
membranban 1évo FoF1 ATP szintaz dimerekhez, az ANT és a PiC fehérjékhez és kivaltja a
mitokondrium bels6 membranjaban 1évé pdérusok megjelenését. A CypD valdszinlileg a
fehérjék peptidil-prolil kotéseinek cisz-transz izomerizaciojan keresztiil valtja ki a fehérjék
pérusformalasat. A CypD emellett csokkenti az FoF1 ATP szintdz szintetikus és hidrolitikus
aktivitasat is, mely a belsé porusnyildst kovetden gatolja a membranpotencial helyreallasat és
az ATP szintézisét is. A CypD hidnya és gatldsa azonban nemcsak a belsd poérusnyilast
szabalyozza, amit a mitokondridlis hal6zat duzzadasa, vagy éppen depolarizicioja jelez,
hanem kivaltja a kiilsé porusok nyildsat is, és az intermembran térben 1€vd proapoptotikus
faktorok kiszabaduldsat. Utdbbival taldlkozhatunk iszkémia-reperfiziot kovetéen a
szivizomszovetben, az oxidativ stressz indukciojat kovetdn az idegszovetben vagy az LPS
kezelést kovetden a m4ajszovetben is. A kiils6 membranban a Bax é&s/vagy Bak
homooligomerek vagy heterooligomerek, vagy a VDAC ¢és a Bax vagy Bak heterooligomerek
formalhatnak porust. A CypD belsd és kiilsé porusokat nyitd hatdsa bonyolult szabalyzés alatt
all. Abban az esetben, ha a CypD fehérjét az Akt2 vagy a GSK-38 foszforilalja, akkor az
gatolja a CypD kapcsolodasat a PiC és az ANT fehérjékhez, valamint FoF1 ATP szintaz
dimerekhez, aminek kovetkeztében a belsé porusok nem nyilnak ki. A belsé porusok
nyilasahoz pedig arra van sziikség, hogy a Siert3 ne deacetilalja a CypD fehérjét, illetve arra
is, hogy a PPARalpha koézvetleniil kapcsolodjon a CypD fehérjéhez. Abban az esetben, ha a
CypD kivaltja a mitokondrium belsé porusainak nyilasat, folyadék és ionok jutnak a
sejtplazméabdl és az intrakrisztilis térb6l a matrixba, és ennek hatdsdra lecsokken a
membranpotencidl. A belsé porusok nyilasa és a membranpotencial csokkenése pedig kivaltja
NADH dehidrogenazrol az elektronok nagymértékli levalasat, azaz mitokondrium ROS
termelését. Az LPS kezelést kovetden az ubiqutinacioval aktivalodott ECSIT fehérje is ki
tudja valtani a NADH dehidrogenaz szupreoxid gyok termelését. Ugyanakkor az irodalomban

azt talaljuk, hogy a mitokondrium altal termelt reaktiv oxigén szarmazékok felel6sek foként



az oxidativ stressz megjelenéséért. Az oxidativ stressz pedig elengedhetetlen az NF-xB
(p50/p65) transzkripcids faktor aktivacidjahoz, valamint hozzajarul az Aktl az ERK1/2 és
p38 aktivaciojahoz, mikozben a JINK1/2 aktivacigjat csokkenti a makrofdgokban. Az oxidativ
stressz karositd hatdsaival szemben a foszforildcioval aktivalodott FoxOl és a FoxO-3a
transzkripcids faktorok nyujtanak védelmet, melyek az oxidativ stressz karos hatasat
csokkentd antioxiddns és DNS-t javitd enzimek transzkripcidjat biztositjak, illetve a tulzott

karosodas esetén a sejtek apoptozisat valtjak ki az LPS kezelést kdvetden.

A CypD gatlasa ciklosporin Az antibiotikummal és polifenolokkal vagy PARP gatlasan

keresztiil

Az irodalomban a CypD specifikus gétloszerének tartott CsA antibiotikumrdl mar tobb
esetben leirtdk, hogy a CypD fehérjéhez kapcsolodva meggatolja a fehérje kapcsolodasat a
belsd porusokat kialakitd fehérjékhez. Ebbdl adoddan a CsA intakt mitokondriumok esetében
gatolta a bels6 porusok nyilasat és a mitokondriumok duzzadasat. A CsA emellett gatolta még
az Alzheimer kor esetén az idegsejtek mitokondriumainak ROS termelését, szepszis sordn a
majsejtek és iszkémia-reperfiziot kovetden a szivizomsejtek mitokondriumainak kiilsé
porusainak nyilasat és ennek koszonhet6en az apoptozist is. A CSA azonban a kalcineurin
ezaltal fokozza a MAP kinazok aktivaciojat, €és a gyulladast. A CsA emellett gatolja még a
ciklofilin A, B és C fehérjéket is. A ciklofilin A gatlasaval immunszupresszans hatasat fejti ki,
szabalyozza. A CsA igy nem tekinthetd a CypD specifikus gatloszerének.

Az irodalomban olvashatjuk, hogy a polifenolok kdz¢ tartozo rezveratrol és a ferulsav is
egyarant gatolja az LPS indukalta gyulladast a makrofagokban egyrészt a MAP kinazok,
masrészt az NF-kB aktivaciojanak gatlasat. A rezveratrol emellett gatolja még a membranok
depolarizaciojat, az ATP szintézisét, és a belsd porusok nyilasat is. Ez utobbi hatasat annak is
koszonheti, hogy példaul iszkémia-repefuziot kovetéen fokozza GSK-3 (ser9)
foszforilacigjat, €s a mitokondriumba jutdsat. A foszforilalt GSK-3f a mitokondriumban
pedig kdzvetleniil kapcsolodik a CypD fehérjéhez és képes gatolni a belsé poérus nyildsat. A
rezveratrol és a ferulsav valdsziniileg a szerkezeti azonossadgaiknak kdszonhetden gatolta
azonos modon az LPS indukalta gyulladast. Igy valésziniisithet, hogy a ferulsavtol csak egy
amino-csoportban kiilonb6z6 ferulaldehid, is hatassal lesz a mitokondrium belsé porusainak a

nyilasara.



A poli (ADP-rib6z) polimeraz (PARP) enzimnek 17 izomformaja van. A PARPI1 és 2 az
egyszali DNS torések poli-ADP-ribozilacidjaval jelzi a DNS-t javitd rendszereknek a torés
helyet. A PARP1 pedig az 6nmaga poli-ADP-robolizacijat kovetden képes megkotni a DNS-
metiltranszferazt, evvel gatolva az imprintinget. A PARP enzimeket szamos stimulus
aktivalhatja, mint példaul az oxidativ stressz sordn megjelend egyszalu DNS torések vagy
maga az LPS is. A PARP1 aktivacioja elengedhetetlen az LPS indukalta gyulladas folyamatok
kialakitasaban, ugyanis a PARP-1 génkiiitott egerek 90%-a élte til a normalis esetben halalos
koncentracioju  LPS (40 mg/tskg, ip.) kezelést, valamint a PARPI1-/- peritonealis
makrofagokban az LPS (1 pg/ml) kezelést kovetden szignifikansan kisebb volt az NF-kB
aktivacioja, és az NF-kB-fiiggd gének génexpresszidja is. A PARP-1 ez utdbbi esetben az NF-

kB koaktivatoraként fokozta a gyulladdsos gének expresszidjat, mas szoval a hiszton fehérjék

crer

crer

A PARP-1 fehérjérol altalanossagban elmondhatjuk, hogy kisebb mértékii aktivacioja
képes fokozni a gyulladést, ugyanakkor a tilzott aktivacidja kivaltja a sejthalalt. Ez utobbi
esetben az aktivalt PARP1 kivéltja az mPTP nyilasat. Ezt bizonyitjdk azok az eredmények,
melyek arr6l szdmolnak be, hogy a PARP1 gatlok a PI3K/Akt utvonalon az Aktl (Ser473) és
a GSK-3B (Ser9) foszforilaciojanak fokozasan keresztiil gatoljdk a mitokondrium belsd
porusnyildsat jelzd depolarizicigjat, valamint a mitokondrium ROS és ATP termelését. A
GSK-3p (Ser9) pedig feltehetéen a CypD fehérje foszforilaciojaval gatolja az mPTP nyilasat.
A PARP talzott aktivacidja soran képz6dd poli-ADP-riboz (PAR) pedig képes kivaltani a
mitokondrium kiilsé pérusainak nyilasat is és az intermembran térben 1€év6 proapoptotikus
faktorok kiszabadulasat és a sejthalalt. A sejthalalhoz természetesen hozzajarul az is, hogy a
PARP tulzott aktivacidja soran az ATP és NAD" raktarak kimeriilnek, mivel a PARP a
poli(ADP-rib6z) (PAR) elballitasdhoz szubsztratként NAD'-ot hasznal. A NAD" pedig
szamos ATP-t termeld biokémiai folyamathoz (gliikolizis, aminosavak lebontasa, f-oxidacio)
sziikséges. A PARP-1 az ATP szintet csokkentd hatasahoz az is hozzajarul, hogy a gliikolizis
egyik enzimét a hexokinazt gatolja. A PARP1 aktivacidja, az mPTP nyilashoz, a poli(ADP-
ribdz) reakciohoz ¢és a hexokindz csokkent aktivacigjahoz kapcsolodo ATP szint
csokkenéséhez és a NAD™ raktarak kimeriiléséhez, végiil az mTPT nyilashoz kapcsoldédo

apoptozishoz, vagy nekrozishoz vezet.



Ceélkituzések

1. Els6 sorban azt akartuk megtudni, hogy a vad tipusu peritonealis makrofag sejtekben az
LPS kezelés hatasara a CypD Kivéltja-e az mPTP nyilasat és ebbdl adodoan a
mitokondriumok depolarizacidjat. Emellett arra is fényt szerettiink volna deriteni, hogy a
CypD hidnya ezt milyen mértékben gatolja.

2. Meg akartuk vizsgalni azt is, hogy az LPS stimulust kovetéen a CypD az MPTP
kinyitdsdval milyen mértékben jarul hozza a mitokondrium ROS termeléséhez az ECSIT
fehérjének a hatasa mellett. Ugyanakkor azt is tudni akartuk, hogy a mitokondrium ROS
termelése hogyan hat a teljes sejt ROS termelésére.

3. Célunk volt az is, hogy kideritsiik, hogy az LPS-el kezelt peritonealis makrofagokban a
CypD hidnya a ROS termelés csokkenésén keresztiil gatolja-e a gyulladas kialakitasaban
elengedhetetlen NF-xB aktivacigjat, és az NF-kB indukalta gének (TNF-a, iNOS) atirasat.
Emellett azt is meg akartuk tudni, hogy az oxidativ stresszel szemben védelmet nyQ;té a
FoxOl1 és a FoxO-3a transzkripcids faktorok inaktivacidja fokozodik-e a teljes sejt ROS
szintjének csokkenésével, és hogy az Aktl fehérje biztositja-e ezeknek a fehérjéknek az
inaktivacigjat.

5. Arra is fényt akartunk deriteni, hogy a RAW264,7 szekunder makrofag sejtekben a
ferulaldehid milyen mértékben gatolja az LPS kezelést kovetden az mPTP nyilasat jelzo
depolarizaciojat. Emellett azt is meg akartuk tudni, hogy az LPS kezelést kovetéen a
ferulaldehid a teljes sejt ROS termelését az antioxidans vagy az mTPT nyilast gatlé hatdsanak
kdszonhetden csokkenti.

6. Kivancsiak voltunk arra is, hogy a ferulaldehid féként a ROS gatlasan keresztiil gatolja-
e a MAP kinazok, az Aktl és az NF-kB aktivacigjat, és az iNOS—t kodold gén expressziojat.
Ugyanakkor arra is kivancsiak voltunk, hogy az Aktl és a Gsk-3p foszforilacidjan keresztiil
hathat-e CypD fehérje foszforilacidjara, és a mitokondrium belsé porusainak a nyilasara.

7. Ki akartuk vizsgalni azt is, hogy az IK11 kezelés kivaltja-e a rakos HepG2 m4j sejtek
mitokondriumainak mPTP nyilasat, és ebb6l adodoan a mitokondrialis haldzat, pontosabban a
teljes sejt ROS termelését és a sejtek apoptodzisat, nekrozisat. Emellett arra is kivancsiak
voltunk, hogy az IKI11 kezelést kovetden aktivalodott PARPL1 és PARP2 az mPTP
kinyitasaval szabalyozhatja-e a sejthalalt. Ugyanakkor azt is tudni szerettiik volna, hogy
PARPI és PARP2 aktivalodasa milyen jelatviteli folyamatokon keresztiil hathat a sejthalalra.



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-tol
(Budapest, Magyarorszag) vasaroltuk. A torma peroxidaz konjugalt anti-nyul IgG szekunder
antitestet, az anti-foszfo-forkhead box O (FOXO)-1 és FOXO-3a elsédleges antitesteket a
BIO-RAD Magyarorszag Ltd.-tdl rendeltiik (Budapest, Magyarorszag). Az elsddleges anti-
foszfo-Aktl (Ser473), az anti-foszfo-NF-xkB p65 (Ser536), anti-foszfo-44/42-MAPK
(Thr202/Tyr204),  anti-foszfo-p38-MAPK  (Thr180/Tyr182),  anti-foszfo-SAPK/INK
(Thr183/Tyr185) a Cell Signalling Technology-tol (Danvers, MA, USA) vasaroltuk. A
HepG2 sejteknél hasznalt anti-foszfo-JNK (Thrl183/Tyr185) antitestet az R&D cégtdl
rendeltiik. Az MKP-1 (C-19) elsdleges antitestet a Santa Cruz Biotechnology-t6l (Santa
Cruz, CA, USA) vasaroltuk. Anti-gliceraldehid 3-foszfat-dehidrogenazt (GAPDH) és anti-
hiszton H1 primer antitesteket a Millipore Merck Ltd.-t61 (Budapest, Magyarorszag) és sz
Abcamtdl (Cambridge, Egyesiilt Kiralysag) rendeltiik. A Co (II) klorid-6-hidratot a Reanal
(Budapest, Magyarorszag), az 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 cégtdl (Csertex Kft, Budapest, Magyarorszag) vasaroltuk. Az
LY294002 a PI3K, az Akt gatloszer IV az Akt és az SP600125 a JNK aktivaciojanak
gatloszere. Ezeket a termékeket a Calbiochemtdl vésaroltuk. A PJ34 PARP gatloszert €s a
transz-rezveratrolt a Sigma-Aldrich-tol vettik. Az IK11-et mi szintetizaltuk (296) és dimetil-
szulfoxidban (DMSO) oldottuk fel, mikozben ezerszeresére higitottuk. A HO3089 (297) és a
L2286 (298) PARP gatlokat és a ferulaldehidet professzor Hideg Kalman professzor trtol
kaptuk (PTE AOK Szerves és Gyogyszerkémiai Intézet, Magyarorszag, Pécs).

Egerek

A him homozigota Ppif -/- ciklofilin D knock-out és a vad tipusua C57BL/6 egereket Prof.
Dr. Tretter Laszl6tol kaptuk (Semmelweis Egyetem, Budapest, Magyarorszag). A CypD-/- és
a vad tipusu C57BL/6 allatokat standard koriilmények kozott tartottuk, csap vizet €s tapot
adtunk nekik a kisérlet teljes id6tartama alatt. Az egereket az US NIH altal megfogalmazott

laboratoriumi allatok tartdsara és hasznéalatara vonatkozé szabalyzatnak megfelelden tartottuk.



Sejtkultarak

Elsddleges peritonedlis makrofagokat a Zhang ¢és a munkatarsai altal leirt protokollnak
megfelelden izolaltuk a CypD-/- és vad tipusu 16-20 hetes egerekbdl, melyek teststulya 22-35
g testtdmeg kozott mozgott. A peritonedlis makrofagokat és a RAW264,7 sejteket endotoxinra
tesztelt DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium) tenyészté oldatban tartottuk, amely
tartalmazott még 8 mM koncentracioban L-glutamin, 10%-ban magzati borju szérumot és a
peritonealis makrofagok esetében még 0,1%-ban penicillin-sztreptomicint is. A termosztat 5%
CO2 és 37 °C értékekre lett beallitva.

HepG2 human maj daganatos sejtvonalat, melyet az European Collection of Cell Cultures
cégtol vettiink, DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) médiumban tartottunk fent,
mely10%-ban tartalmazott magzati borju szérumot is tartalmazott. A termosztatot 5% CO; és
37° C értekekre allitottuk be. Az életképességi vizsgalatnal a 96 lyukl sejttenyésztd lemezek
lyukaiban 2 x 10%, mig a ROS mérés esetén 2 x 10° HepG2 sejt volt.

Immunoblot

A CypD-/- és vad tipusu peritonealis makrofag sejteket (1 pg/ml) LPS-el kezeltiik 90
percig. A sejteket ezt kovetden felvettik 100 pl sejtfeltard pufferben (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 NasVOs4, 10 mM 1, 4-ditiotreitol (DTT),
protedz ¢és foszfataz inhibitor koktél). A RAW264,7 sejteket (100 ng/ml) LPS-el és/vagy (50
uM) ferulaldehiddel kezeltiik 10 vagy 30 percig. A ferulaldehidet minden esetben 5 perccel az
LPS kezelés elott adtuk a sejtekhez. A HepG2 sejteket ezerszeres higitasban DMSO-val
IK11-el és/vagy 10 uM PJ34 PARP gatloval kezeltik. A PARP gatlot 1 oéraval az IKI11
kezelés el6tt adtuk a sejtekhez, majd az IK11 kezelést kdvetdn 6 oran keresztiil inkubaltuk. A
RAW264,7 és HepG2 sejteket ezt kovetden feltartuk lizis pufferben (0,5 mM nétrium-
metavanadat, ImM EDTA, proteaz és foszfataz gatlé keverék PBS-ben feloldva). A HepG2
sejtek lizisét kovetden az oldatokban 1évé fehérjéket triklor-ecetsavval kicsaptuk, majd
haromszor atmossuk -20 °C-os acetonnal. Az iiledéket ezt kovetden felvettiik 1x Laemmli
mintapufferben. Az intraperitonealis makrofagokat, a HepG2 és a RAW264,7 sejtek esetében
20 pg fehérjét tartalmazé mintapuffert natrium-dodecil-szulfat gélen elvalasztottuk és
nitrocellul6z membranra blottoltuk. A membranokat zsirmentes tejpor 5%-os oldataval 1 6ran

at szobahOmérsékleten blokkoltuk, és egy éjszakan at 4 ° C-on inkubdltuk a membran
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csikokat az elsddleges antitestek jelenlétében. Az elsddleges antitestekhez kotott masodlagos
antitestek tormagyokér-peroxidaz enzimjeninek aktivitdsat az ECL rendszer (AP Hungary

Ltd, Budapest, Hungary) segitségével mutattuk ki rontgen filmen.
Az NF-kB aktivaciéjanak vizsgalata oligonukleotiddal

A CypD-/- és a vad tipusu peritonealis makrofag sejteket (1 pg/ml) LPS-el kezeltiik 90
percig és a sejteket ebben az esetben hipotonias A pufferben A vettiik fel (10 mM 4-(2-
hidroxi-etil) -1-piperazin-etanszulfonsav (HEPES), 10 mM KCIl, 1 mM ditiotreitol (DTT), 0,1
mM EDTA, és 0,5 mM fenil-metil-szulfonil-fluorid, pH=7,6), majd 12000 g fordulaton 20
masodpercig centrifugaltuk. Az iiledékben 1év6 sejtmaghoz hipotonias C puffert (20 mM
HEPES, 0,4 M NaCl, 1 mM DTT, 1 mM EDTA, 0,5 mM fenil-metil-fluorid és 25% glicerin,
pH=7,6) adtunk, majd egy részét 12000 g fordulaton 20 percig centrifugaltuk, és a sejtmag
fehérjéit tartalmazo feliiluszot ezt kovetden — 70 °C-on taroltuk. Masik részéhez a szonikalast
kovetden az oldatban 1évé NF-kB fehérjékhez a ragesalok NF-kB kotd konszenzus DNA
szekvencidjdhoz  kapcsolddd  biotinilalt  kettds szali  oligonukleotidokat  (biotin-
CCTTGAAGGGATTTCCCTCC, Invitrogen) kapcsoltunk, amit sztreptavidinnel bevont
magneses mikrogyongyokkel (Sigma - Aldrich) hoztunk 0Ossze. A gydngydket magnes
segitségével lehuztuk, és merkaptoetanolt nem tartalmazdé 2x Laemmli minta puffer
segitségével levalasztottuk az NF-kB fehérjéket. Majd immunblot segitségével meghataroztuk
a korabban félretett feliiliszoban a hiszton HI mennyiségét, valamint a késobb kifogott NF-

kB mennyiségét is.
Az NF-kB vizsgalata a luciferaz aktivitasa alapjan

A RAW264,7 makrofag sejteket kotranszfektaltunk NF-kB luciferdz (Panomics, Santa
Clara, CA, USA) és SV40-B-galaktozidaz (Promega Corp., Madison, WI, USA) vagy kontrol
(Panomics, Santa Clara, CA, USA) és SV40-B-galaktoziddz plazmidokkal. A transzfekcidhoz
Lipofectamine 2000 reagenst hasznaltunk a gyartd utasitdsai szerint. Huszonnégy oraval a
transzfektalas utan a sejteket 5 vagy 50 ng/ml LPS-el és/vagy 50 uM ferulaldehiddel
kezeltiink 24 oran at. Ezt kovetden a sejtlizditumban meghataroztuk a luciferaz és a f-
galaktozidaz aktivitast, a gyartd utasitdsai szerint (Promega Corp., Luciferase Assay System
Technical Bulletin TB281). A luciferaz és a [-galaktoziddz aktivitdsdnak ardnya teszi
lehetdvé, hogy a luciferaz aktivitast normalizaljuk, ugyanakkor igy figyelembe tudjuk venni a

transzfekcid hatékonysagat is.

10



TNF-a mérés

A 90 percig tartd 1 pg/ml LPS kezelést kovetéen a CypD-/- és vad tipust peritonealis
makrofag sejtek médiumaban Quantikine M TNF-a szendvics ELISA kit segitségével (R & D
Systems, Abingdon, UK) 550 nm megmértik a TNF-o mennyiségét jelzd szinreakcio

abszorpciojanak mértékét.
A PARP elcsendesitése siRNS technikaval HepG2 sejtekben

A poli(ADP-riboz) polimerazl (PARP1) reakciot katalizaldo fehérje elcsendesitésére
hasznalt siRNS-t egy céggel terveztettiik meg (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA). A
HepG2 sejtekbe az siRNS-t tranziensen Lipofektaminnal 2000-el transzfektaltuk egy
meghatarozott médiumban (Opti-MEM | Reduced Serum Medium), melyet az Invitrogen
cégtdl rendeltiink. Ahhoz, hogy biztositsuk a PARP1 fehérjék siRNS torténd gatlasat, 48 o6ran
beliil haromszor transzfektaltuk a HepG2 sejteket sSiRNS-el. Az utolso transzfekciot kovetden,

40 6ra mulva végeztiik el a kisérletet.
A HepG?2 sejtek életképességi vizsgalata

A HepG?2 sejtek esetében a 96 lyuku tenyésztélemez lyukaiban 2 x 10% sejtet helyeztiink,
majd egy ¢éjszakan at inkubaltuk. Méasnap a médiumot kicseréltiik egy friss médiumra, és a
sejteket ezerszeres higitasban DMSO-val vagy ezerszeres higitasi DMSO-ban feloldott 0,1-
rezveratrollal, 10 uM koncentracioju PJ34 PARP gatloval, 10 uM koncentracioban SP-
600125-el (JNK gatloszer), 32.54 uM koncentracioban LY294002-el (PI3K gatloszer), 5 uM
koncentracidban Akt-gatloszer IV.-el (specifikus Akt gatloszer) kezeltiik 24 oran at. A PARP
gatlot egy oraval az IK11 kezelés eldtt adtuk a sejtekhez. Emellett siRNS-el transzfektalt
HepG2 sejteket is kezeltiik DMSO-ban feloldott 10 uM koncentracioji IK11-el 24 oran at. A
kezeléseket kovetden a médiumokat kicseréltiik, friss MTT-t 0,5%-ban tartalmaz6 DMEM
médiumra, és tovabbi harom 6ran 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 szdmat. Miutan a vizben
nem oldod6 formazant savanyitott izopropanolban feloldottuk, megmértiik az abszorpciot
Anthos Labtech 2010 plate-reader segitségével 550 nm hullamhosszon. Harom fliggetlen

kisérlet soran hat parhuzamos mérést végeztiink.
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Nitrit koncentracio meghatarozasa

A CypD-/- és vad tipusu intraperitonealis makrofagokat (1 pug/ml) LPS-el kezeltiik, vagy
nem kezeltiik. A RAW264,7 sejteket (100 ng/ml) LPS-el és/vagy (1-100 uM) ferulaldehiddel
vagy csak (100 uM) ferulaldehiddel kezeltiikk. A ferulaldehidet minden esetben 5 perccel az
LPS kezelés elott adtuk a médiumba. Az LPS kezelést kovetden 24 6ran mulva megmértiik a
nitrit termelést jelzé szinreakciot S0ul médiumban 50ul Griess-reagens (1% sulphanilamide,
0.1% naphthylethylenediamide in 5% phosphoric acid) segitségével 550 nanométeren Glomax

Multi+ multimodu olvasoval.

A teljes sejt ROS termelésének meghatiarozasa RAW264,7, HepG2 és a peritonealis

makrofag sejtekben

A CypD-/- és vad tipusu peritonealis makrofagokat vagy kezeltiik, vagy nem kezeltiik (1
pg/ml) lipopoliszachariddal. A RAW264,7 sejteket 100 ng/ml LPS-el és/vagy (1-100 uM)
ferulaldehiddel vagy csak (100 uM) ferulaldehiddel kezeltiik. A ferulaldehidet 5 perccel az
LPS kezelés elott adtuk a sejtek médiumaba. Az LPS kezelést kdvetdéen a RAW264,7 és
peritonealis sejteket 22 6ran at inkubaltuk. Majd a sejtek médiumaba (2 mg/l) C400 festéket
adtunk, ¢és tovabbi 2 oran at inkubaltuk. A fluoreszcenciat 485 nm gerjesztési és 555 nm
emisszids hullamhosszon vizsgéaltuk Glomax Multi+ (Promega, Mannheim, Németorszag)
multimodu olvasoval.

A HepG2 sejtek esetében a 96 lyukll tenyésztdlemez lyukaiba 2 x 10° sejtet helyeztiink,
majd egy éjszakan at inkubaltuk. Masnap a médiumot kicseréltiik egy friss médiumra, és a
sejteket ezerszeres higitdsban DMSO-val (oldoszeres 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 elott adtuk a sejtekhez,
az siRNS-el pedig 40 oraval az IK11 kezelést megel6z6en harom szakaszban transzfektaltuk a
sejteket. A kezelések utolso két orajdban a médiumba 2 mg/l-es végsd koncentracioban C400-
at adtunk, majd 485 nm gerjesztési €és 555 nm emisszios hullimhosszon Glomax Multi+
(Promega, Mannheim, Németorszag) multim6édi olvaséval megmértik a C400
fluoreszcencidjanak valtozasat. A HepG2 sejtek esetében harom fliggetlen kisérletet

végeztiink, és minden egyes kisérlet soran 6 parhuzamos vizsgalatot végeztiink.
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A mitokondrialis ROS termelés meghatarozasa

A CypD-/- és a vad tipusu peritonealis makrofag sejteket kezeltiik, vagy nem kezeltiik (1
pg/ml) LPS-el 2, 10 és 22 6ran at. Majd (2 uM) dihidrorodamin 123 jelenlétében tovabbi 2
oran at inkubaltuk a sejteket. A rodamin 123 oxidalt alaknak a fluoreszcencidjat 485 nm
gerjesztési €s 520 nm emissziés hullamhosszon mértik meg Glomax Multi+ (Promega,

Mannheim, Németorszag) multimoda olvaséval.
A mitokondrialis membranpotencial (AYm) meghatarozasa

A CypD-/- és vad tipusu peritonealis makrofagok sejteket 90 percen at kezeltiik (1 pg/ml)
LPS-el, mig a RAW264,7 sejteket 5, 10, 30 vagy 60 percig kezeltik (100 ng/ml)
lipopoliszachariddal és/vagy (50 puM) ferulaldehiddel. A ferulaldehidet 5 perccel az LPS
kezelés elott adtuk a sejtekhez. A HepG2 sejteket 10 uM koncentraciéban kezeltiik vagy nem
kezeltiik IK11-el 24 oran at. Majd a peritonedlis, a RAW 264,7 és a HepG2 sejteket (2 uM)
JC-1 és/vagy (100 nM) fesziiltségfiiggd tetrametil-rodamin-metil-észter (TMRM)
fluoreszcens festékkel festettiikk, és BD FacsCalibur aramlasi citométerrel (BD Biosciences,
San Jose, CA, USA) vizsgaltuk. A JC-1 esetében a fluoreszcens festék intenzitasa vordsrol
(=590nm) zoldre (=529nm) valt a depolarizaci6 soran 488 nm-es gerjesztd fény esetén, mig a
TMRM fesziiltségfiiggd fény fluoreszcens intenzitdsa (=585 nm) ndvekszik, 543 nem-es
gerjesztés mellett.

A feddlemezeken 1évé RAW264,7 sejteket 30 percig (100 ng/ml) LPS-el és/vagy (50 uM)
ferulaldehiddel (FA) kezeltiik, majd targylemezre helyeztiik, és 488 nm-en gerjesztettiink és a
z6ld és a piros fluoreszcens fény kibocsajtasat, majd ProgRes C12 Plus kameraval rendelkezd
Zeiss Axiovert 25 fluoreszcens mikroszkoppal 63x nagyitasi objektivet haszndlva

féenyképeket készitettliink. A fényképezeésnél kapott két kiillonbozo szinli képet egyesitettiik.
RNS extrakcié és kvantitativ reverz transzkriptaz polimeraz lancreakcié (Q-RT-PCR)

A feddlemezeken 1évé RAW264,7 sejtet (100 ng/ml) LPS-el és/vagy (50 puM)
ferulaldehiddel (FA) kezeltiik. A ferulaldehidet minden esetben 5 perccel az LPS kezelés elott
adtuk a sejtekhez. Az LPS és/vagy ferulaldehid kezelést kovetéen 10 vagy 30 perc mulva
Trizol reagenssel vontuk ki teljes sejt RNS tartalmat (Sigma Aldrich Co., Budapest,
Magyarorszag). Ezt kovetéen a ribonukleinsavat Moloney egér leukémia virus reverz
transzkriptazt hasznalva atirtuk cDNS-¢ (M-MuLV RT, RevertAidTM First Strand cDNA
Synthesis Kit) (Fermentas, Burlington, Ontario, Kanada), amit valés idejii PCR (Corbett
Rotor-gén 3000 PCR) mérés soran a GAPDH és az MKP1 mennyiségének a meghatarozasara
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hasznaltunk fel. A célgének relativ expressziojanak statisztikai analizisét a Ct érték alapjan a
Relative Expression Software Tool szoftver (Corbett Research, Germantown, MD, USA)

segitségével végeztiik el, mikdzben a GAPDH haztartasi génre normalizaltunk.
A mitokondrium belsé pérusnyilisanak meghatarozasa

A CypD-/- és a vad tipusu peritonealis makrofagokat 30 és 60 percig kezeltiik (1 pg/ml)
LPS-el. Az LPS kezelés utols6 fél orajaban vagy az LPS-el nem kezelt sejtekhez (1 pM)
calcein-AM festéket adtunk. Majd a lemezeken 1év6 sejtek DMEM médiumat friss Ca®*- és
Mg?*-ion mentes HBSS oldatra cseréltiik, amihez 250 nM A23187 ionofort, 90 pM Co(II)-
kloridot, 1 g/L gliikkdzt és 1 ng/ml LPS-t adtunk, és a sejteket tovabbi 30 percig inkubaltuk. A
sejteket egy SPOT RT3 CCD kameraval rendelkez6 Nikon Eclipse Ti fluoreszcens
mikroszkoppal fényképeztik 40xobjektiv nagyitas, valamint vagy epifluoreszcens vagy

faziskontraszt megvilagitas mellett.

Statisztikai analizis

Az atlag = SEM értékeket Tukey-féle post-hoc kétutas varianciaanalizissel hataroztuk
meg. A kiilonbségeket akkor tekintettiik szignifikansnak, ha a p <0,05.

Eredmények

1. A kisérleteink sordn el8szor megvizsgaltuk, hogy az LPS kivaltja-e a makrofagokban az
MPTP nyilasat, és hogy a CypD - mely az irodalom alapjan egyértelmiien Szabalyozza az
mPTP nyilasat - vajon a két membrénon &tiveld porus kinyitdsan keresztiil indukalja-e a
mitokondriumok depolarizaciojat. Az eredményeink azt mutattak, hogy az (1 pg/ml) LPS
kezelést kovetden a 60. perchen a CypD+/+ peritonealis makrofagokban mikroszképpal is
detektalhatd porusnyilas jelent meg, ami a 90. percben tovabb fokozddott. A 90 perccel az
LPS kezelést kdvetden az mPTP nyilashoz jelentds meértékii depolarizacid is tarsult, ami
azonban a CypD-/- sejtekben az mPTP nyilasaval egyiitt elmaradt. Igy egyértelmiivé valt,
hogy az LPS kezelést kovetden az mPTP nyilasat a CypD valtotta ki a CypD+/+ sejtekben. A
CypD hianya a CypD-/- kontroll sejtekben is fokozta is a membranpotencialt a porus
nyildsdnak a gatlasaval a vad tipusi kontroll sejtekhez képest. Az mPTP megjelenését a
primer makrofdgokban végzett kisérlet eldtt szintén 90 perccel az LPS (1 pg/ml) kezelést
kovetden a RAW264,7 sejtekben is lattuk. Ezen a sejtvonalon végzett kisérleteink soran arrol
is meggy6zddhettiink, hogy a mikroszkoppal, a calcein-kobalt festéssel is kimutathato mPTP

nyildsat megelézi a mitokondrium JC-1 festéssel kimutatott depolarizacidja. Ugyanis
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mitokondriumok membranjat mar a kisebb koncentracioban alkalmazott LPS (100 ng/ml) is
az mar 5. percben depolarizalta, és ez a membranpotencial csokkenés a 30. perchen el is érte
maximalis értékét. Az eredményeink alapjan egyértelmiien kijelenthetjiik, hogy az LPS a
CypD fehérjére gyakorolt hatasan keresztiil valtotta ki az mPTP kinyitasaval a mitokondrialis
halozat depolarizaciojat. Emellett azt is lattuk, hogy a membran JC-1 festéssel kimutatott
teljes mértéki depolarizacidja idében joval a calcein-kobalt festéssel kimutathatd porusnyilés
elétt jelent meg, tehat a teljes mértékli depolarizdcidhoz kisebb mértékii mPTP nyilas
elegendé volt.

Az irodalomban olvashatunk egyrészt arrdl, hogy a mitokondrium belsé pérusainak a
nyildsa és a mitokondrium depolarizacidja egyiitt jar a mitokondrium fokozott ROS
termelésével, és a mitokondrium ROS termeléséért foként a NADH dehidrogenazrol levalod
elektronok felelések. Masrészt azt is megtalaljuk, hogy az LPS kezelés hatasara
ubiquitinalodott ECSIT fehérje szintén ki tudja valtani a mitokondrium I-es komplexérdl az
elektronok levalasat. Ebbdl adédéan mi megvizsgaltuk egyrészt, hogy a CypD foként az
mMPTP kinyitasan keresztiil valtja-e ki a mitokondirum ROS termelését, masrészt hogy a
mitokondrium ROS termelése hogyan hat a teljes sejt ROS termelésére. Az eredményeink azt
mutattak, hogy az (1 pg/ml) LPS kezelést kovetéen a 4. oraban a CypD+/+ sejtek
mitokondriumainak ROS termelése kozel kétszerese volt a CypD-/- sejtek mitokondriumainak
ROS termelésének. Ez a kiilonbség az LPS stimulust kovetden a 12. és a 14. 6rajaban egyre
jobban lecsokkent, mikdzben a CypD +/+ sejtek teljes sejtet érintd ROS termelése az LPS
kezelést kovetben a 24 draban tovabbra is olyan mértéki{i ndvekedést mutatott, mint amit a vad
tipusi mitokondriumok 4. oriban tapasztalt ROS termelésénél lattuk. gy a CypD+/+
sejtekben a teljes sejt ROS termelését 24 oraval az LPS kezelést kdvetben mar nemcsak
mitokondrium biztositotta, hanem bizonyosan megjelent egy mitokondriumon kiviili,
extramitokondrialis ROS termelés is, talan az oxidativan karosodott, sériilt enzimatikus
funkciokbol adodoan. A CypD+/+ mitokondriumok LPS indukalta ROS termelésének a
csokkenése a 1égzési lanc tagjainak az oxidativ sériilésébdl adodhatott. Ezzel ellentétben az
LPS-el kezelt CypD-/- sejtekben a mitokondriumok kis mértékben, de szignifikansan
megnovekedet ROS termelése minden idépontban azonos volt, és ugyanolyan mértékii
novekedést mutatott a CypD -/- kontroll sejtekhez képest, mint a teljes sejt ROS termelése az
LPS kezelést kovetd 24. oraban. Tehat a CypD hidnyos sejtekben a mitokondrialis ROS
termelés gatlasa meggatolta az extramitokondrialis ROS termelését is, ami az enzimatikus
funkcidk oxidativ sériilésébdl adodhatott. A CypD hianya emellett megakadalyozhatta a

légzési lanc oxidativ sériilését is. A CypD-/- hianyos sejtekben megjelené ROS termelésért
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valoszinlileg az aktivalt ECSIT fehérje lehetett felelds. Egyértelmiivé valt az azonban az,
hogy a CypD+/+ sejtekben foként az mPTP nyilas tehetd felel6ssé a mitokondriumok ROS
termeléséért. Ugyanis az LPS-el kezelt vad tipusu sejtek mitokondriumainak ROS termelése
kétszer nagyobb volt, mint CypD+/+ sejtek mitokondriumaink ROS termelése. Mik6zben a
CypD-/- LPS-el kezelt mitokondriumoké pedig csak alig n6t meg a kontroll CypD+/+ sejtek
mitokondriumainak ROS termeléséhez képest.

Az irodalomban azt olvashatjuk, hogy a kivételesen jo antioxidans, az N-acetil-cisztein
(NAC) az oxidativ stressz csokkentésével jelentésen lecsokkenti az NF-kB aktivaciojat a
gyulladt tiidében. Tehat az NF-kB teljes aktivaciojahoz sziikség lesz az LPS kezelést
kovetden a jelatviteli folyamatok mellett a mitokondriumok ROS termelésére is. Ebbdl
adodoan megvizsgaltuk, hogy a CypD hianya a mitokondriumok ROS termelésének a
gatlasaval csokkenti-e az NF-kB aktivaciojat, sejtmagba helyezddését és az NF-xB-fliggd
gének (TNF- a, iNOS) termékeinek a megjelenését. Emellett megnéztiik azt is, hogy a CypD
hianya miatt a lecsokkent oxidativ stresszre hogyan reagalnak a sejtek egyéb jelatviteli
komponensei is. Az eredményeink azt mutattak, hogy a CypD hianya azonos mértékben
gatolta az LPS kezelést kovetden a teljes sejt ROS termelését, mint az NF-xB aktivaciojat,
sejtmagba helyezddését és az NF-kB indukalt géneknek (TNF-a, iNOS) termékeinek a TNF-a
citokinnek és nitrogén-monoxidnak, pontosabban a tovabb oxidalt alakjanak, a nitritnek a
megjelenését. Az LPS kezelést kovetéen a CypD-/- primer makrofag sejtekben azt lattuk,
hogy a sejt ROS szintjének a csokkenésével egyiitt fokozodott a FoxOl és FoxO-3a
transzkripcios faktoroknak inaktivacioja az LPS-el kezelt CypD+/+ sejtekhez képest. Ugyanis
ezeket a fehérjéket a megnovekedett aktivacioja Aktl foszforilacioval inaktivalta. Az Aktl
aktivacidja azonban az LPS-el kezelt és nem kezelt CypD-/- sejtekben is egyarant
szignifikdnsan nagyobb volt, mint a megfeleld vad tipusu sejtekben. Az eredményeiket
Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy az LPS kezelést kovetden CypD hidnya az oxidativ stressz
csokkenésével gatolta a gyulladast kialakit6 NF-«kB, és az oxidativ stresszt karositd hatasait
csokkentd, vagy éppen az apoptdzist kivaltdé FoxOl és FoxO3-a transzkripcids faktorok
aktivaciojat, mikdzben Aktl aktivaciojat fokozta. Azt Aktl pedig a makrofagokban felelds a
MAP kinazok és az NF-xB aktivaciojanak csokkentésért, és ebbdl adéddan a makrofagok
klasszikus aktivacidjanak a megsziinéséért ¢és a sejtek proinflammatorikus ctiokin

2. A kutatasunk soran a figyelmiink késobb a ferulaldehidre iranyult, mely ugyanugy a
polifenolok kozé tartozik, mint a transz-rezveratrol és a ferulsav, és velilk megegyezd térbeli

helyzetii és azonos szerkezeti elemei is vannak. A transz-rezveratrolrél mar korabban leirtak,
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hogy csokkenti a szivizomszovet karosodasat az iszkémia-reperfiziot kovetéen. Ezt a hatasat
ugy éri el, hogy foszforiladlja GSK-3f fehérjét, mely a mitokondriumban foszforilalja a CypD
fehérjét, és igy gatolja az mPTP nyilasat. Ebbdl adodoan mi kivancsiak voltunk, hogy a
ferulaldehid az mPTP nyilason keresztiil gatolhatja-e az LPS stimulust kovetéen megjelend
ROS termelést, €s ennek kovetkeztében, hogy modositja a jelatvitelt a RAW264,7 makrofag
sejtekben. Az eredményeink azt mutattdk, hogy a hogy a ferulaldehid csak kis mértékben
gatolta meg a mitokondrium belsé porusainak nyilasat jelzé depolarizacidjat, mikdzben teljes
mértékben meggatolta a teljes sejt ROS termelést az LPS-el kezelést kovetéen. A ferulaldehid
tehat foként az irodalomban is megemlitett rendkiviil j6 szabadgyokfogd képességének
koszonhetden tavolitotta el a reaktiv oxigén fajtdkat. Az eredményeink azt is mutattdk még,
hogy a ferulaldehid szintén azonos médon gatolta a mitokondrium ROS termelését, az NF-kB
aktivaciojat és egy NF-kB fiiggh gén, az iNOS expressziojat az LPS-el kezelt RAW264,7
sejtekben. Emellett a MAP kinazok ko6z¢é tartozo JNK1/2 és a p38 aktivaciojat joval nagyobb
mértékben gatolta, mint azt tette az ERK1/2 esetében. Ez utobbi esetben a ferulaldehid hatasa
kiilonbozik a jo antioxidansnak tartott NAC hatasatol, mely az irodalom szerint a ROS
gatlasaval az ERK1/2 és a p38 aktivacidjat gatolta, mikozben a JNK aktivacidjat fokozta a
makrofagokban. Ez utobbi eredménybdl adodo bizonyos, hogy a MAP kinazok aktivaciojara a
ferulaldehid lathaton nemcsak a ROS termelésének gatlasaval hatott. Ezt igazolta az az
eredményiink is, melyben a ferulaldehid fokozta az LPS kezelést kovetéen az MKP1 foszfataz
aktivaciojat, mely foként p-JNK1/2 és a p-p38 defoszforilacidjaért, inaktivacigjaért felelds. A
MAP kinazok mellett a ferulaldehid 30 perccel az LPS-el kezelést kovetéen az Aktl
aktivaciojat szignifikansan lecsokkentette, mikdozben a CypD fehérjeéhez kozvetleniil
kapcsolodo és a belsé porusnyilast szabalyozé GSK-3B(Ser9) foszforilacidjat teljes mértékben
meggatolta. Az LPS hatasara aktivalodott Aktl foszforilacidjat a ferulaldehid ugyantigy
gatolta, mint azt az irodalom alapjan tette a rendkiviil j6 antioxidans, a NAC. Az
eredményeinket Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a feruladehid féként az antioxidans
hatasanak koszonhetden csokkentette le a teljes sejt ROS termelését, és ennek kdszonhetden
gatolhatta az Aktl, valamint az NF-kB aktivaciojat. A MAP kinazok aktivaciojara azonban a
jelatvitelen, pontosabban az MKP1 fehérje szintjének ndvelésén keresztiil is hatott.

3. A késobbi vizsgalatinak a fentiektdl eltérd kisérleti modellben torténtek, melyben azt
vizsgaltuk, hogy az IK11 az mPTP nyilason keresztiil szabalyozza-€ a HepG2 rakos sejtek
apoptozisat, nekrozisat, és erre a folyamatra a PARP(1,2) aktivacioja mekkora hatassal van. A
kisérletiinket azokra az irodalmi eredményekre alapoztuk, melyek arrél szamoltak be

egyrészt, hogy az IK11 kivaltja az A431 rakos sejtvonal sejtjeinek PARP fiiggd apoptozisat,
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masrészt, hogy a gyulladasos modellben a PARP1 gatlasa a PI3K/Aktl/GSK3p utvonalon
gatolja az mPTP nyilasat jelz6 depolarizaciot, ROS termelést és a mitokondirum
proapoptotikus faktorainak a kiszabadulasat. A vizsgalataink soran elészor megprobaltuk azt
az IK11 koncentraciot megtalalni, mely biztosan lecsokkenti a HepG2 sejtek életképességét és
kivaltja a sejtek apoptozisat, nekrozisat. Ugyanis a legnagyobb koncentraciot alkalmazva
bizonyosan be kell kovetkezni az mPTP nyilasanak, és ennek kdszonhetéen mitokondrialis és
extramitokondrialis ROS termelésnek, az mitokondrium intermembran terébdl az apoptozist
kivaltd proapoptotikus faktorok kiszabaduldsanak és talan még a mitokondrialis hélozat
feldarabolodasanak is. A vizsgalataink soran a valasztasunk a 10 pM-os koncentracioban
alkalmazott IK11 kezelésre esett, ugyanis az IK11 mar 1 pM-0s Koncentracioban is gatolta a
sejtek osztodasat, és 5 uM-nal nagyobb koncentracioban a sejtek életképességét tovabb nem
csokkentette. A 10 uM-os koncentracidban IK11 a kezelést a 24 6raban a sejtek apoptozisat a
kontroll sejteken mért 4,41%-r6l 26,34%-ra, a nekrozisat pedig 3,00 %-rol 21,44 %-ra
novelte. Ugyanakkor ezek az érték a 25 uM koncentracidoban alkalmazott IK11 esetében sem
néttek tovabb. A 10 uM-os IK11 kezelés kovetéen a 30. perchen azt is lattuk, hogy a
mitokondriumok membranja jelentdsen depolarizalodott, mikozben a 24. draban a teljes sejt a
ROS termelése elérte maximalis értékét. Az eredményeink alapjan meggy6zddhettiink arrol,
az IK11 bizonyosan kivaltotta az mPTP nyilasat, és az mPTP nyilasan keresztiil szabalyozta
az apoptozis és nekrozist. Ezt erdsitik meg azok az irodalmi eredmények is melyek arrél
szamolnak be, hogy ha az mPTP rovidebb ideig van nyitva akkor apoptézist, ha hosszabb
ideig van nyitva nekrozist valt ki. A tovabbi kisérleteink soran azt lattuk, hogy ha az 1K11 (10
uM) kezelést kovetden a reaktiv oxigén fajtdkat NAC antioxidans kezeléssel teljesen
eltavolitottuk, akkor nem novekedett sejtek életképessége. Azonban ha a szintén antioxidans
sajatsaggal is rendelkezé transz-rezveratrollal gatoltuk az IK11 hatasat, abban az esetben a
sejtek életképessége helyreallt. Az irodalom olvashatunk arrdl, hogy a transz-rezveratrol a
foszforilalt GSK3p fehérjével foszforilalja a mitokondriumban a CypD fehérjét, és igy gatolja
az mPTP nyilasat. Ezt az irodalmi tényt és az eredményeinket figyelembe véve azt
mondhatjuk, hogy a transz-rezveratrol valdsziniileg a jelatviteli folyamatokra, és ezeknek
koszonhetéen az mPTP nyilas gatlasara gyakorolt hatasaval allitotta helyre a sejtek
életképességét. Ugyanakkor azt is megallapithatjuk, hogy az IK11 olyan erdteljes sejthalalhoz
vezetd jelatviteli folyamatokat inditott el, melyekre az oxidativ stressz csak nagyon Kis
mértékben hatott.

A késobbiekben megvizsgaltuk, hogy az IK11 (10 uM) hogyan hat a PARP(1,2)

aktivacidjara, mivel ez a fehérje az irodalomban megtalalhat6 eredmények alapjan az oxidativ
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stressz kovetkezményeként megjelend DNS hibak javitasa mellett, jelentdsen hozzajarul a
sejthalalhoz a hexokinaz gatlasaval, az ATP és NAD" raktarak kimeritésével, az mPTP
kinyitasaval, az ATP szintézis csokkentésével, a mitokondrium depolarizacidjaval és a
mitokondrialis proapoptotikus faktorok kiszabaditasaval. Az IK11 kezelést kovetéen a PARP
fehérje aktivacigjat egyrészt PJ34 PARP gatloval vizsgaltuk, mely az irodalom szerint a
PARP1 mellet a PARP2 fehérjéket is gatolja, madsrészt siRNS-t hasznaltuk, mely
egyértelmiien csak a PARP1 fehérje megjelenését gatolta. Az eredményeink azt mutattak,
hogy a PARP1 és/vagy a PARP2 aktivaciojanak a gatlasa gatloszerrel (PJ34) és siRNS-el a
HepG2 sejtek mPTP nyilasat jelz6 ROS termelését szinte teljesen meggatolta, mikdzben a
sejtek életképességét csaknem teljesen helyreallitotta. Az eredményeinket vizsgalva még azt
is lathattuk, hogy a PARP(1,2) gatlasa az IK11 stimulust kdvetéen a JNK2 megnovekedet
aktivaciojanak a csokkentését és az Aktl csokkent aktivaciojanak a tovabbi csokkentését
okozta. Abban az esetben, amikor IK11 kezelést kovetéen az Aktl (Serd73) fehérjének a
foszforilacigjat két gatloszerrel gatoltuk, melyek koziil az LY294002 a PI3K fehérje, az Akt-
gatloszer IV az Aktl foszforilaciojat gatolta, azt lattuk, hogy az Aktl aktivacidjanak gatlasa
mindkét esetben csak nagyon kis mértékben gétolta az IK11 ¢életképességet csokkentd hatdsat.
Tehat patoldgias koriilmények kozott az Aktl csak kis mértékben jarult hozza a sejthalalhoz.
Az irodalom azt talaljuk, hogy az Aktl nem patologias koriilmények sziikséges a HepG2
sejtek osztodasat. Az eredményeinek vizsgalva azt lattuk, hogy a PJ34 a kezeletlen HepG2
sejtekben is gatolta az Aktl aktivaciojat, ezért megvizsgaltuk, hogy a PJ34 Gnmagéban 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. Abban az
esetben, amikor a letalis IK11 kezelés soran a JNK-2 aktivacidjat gatoltuk SP600125
gatloszerrel, a sejtek életképessége szignifikdnsan megndvekedett. Ezek az eredmények azt
bizonyitjak, hogy az IK11 kezelt HEPG2 sejtekben a PJ34 PARP(1,2) gatlo foként a INK2
fehérje foszforilacidjanak gatlasan keresztiil fokozta sejtek életképességét, mikdzben az Aktl

aktivacidjanak gatlasan keresztiil foként a sejtek osztodasat gatolja.
Konkluzio

A CypD génkiiitése soran azt lattuk, hogy a peritonedlis makrofag sejtekben a CypD
hidnya az LPS kezelést kovetden megjelend mPTP nyilds gatldsan keresztiil gatolta a
mitokondridlis és az extramitokondridlis ROS termelést, azaz a teljes sejt ROS termelését, és
ebbdl adoddan gatolta az NF-kB aktivaciojat, és fokozta az oxidativ stressz karos hatasait

megsziinteté FOXO0-1 és FOXO-3a transzkripcios faktorok inaktivaciojat. Az Aktl esetében a
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CypD hianyénak hatdsa azonban teljesen eltért a NAC ¢€s a ferulaldehid hatdsatol, mivel az
Aktl szintje nem csokkent, hanem tovabb emelkedett az LPS kezelés hatasara. Ugyanakkor
hatasa megegyezik a transz-rezveratrol, a 4-hdroxiquinazolin és a PJ34 PARP(1,2) gatlo
hatasaval, melyek az LPS kezelést kovetden a makrofagokban fokozzak az Aktl aktivaciojat,
mikozben a MAP kindzok ¢és az NF-kappaB aktivaciojat csokkentik. A CypD hianyos
sejtekben azonban nem minden esetben magyarazhaté a jelatvitel valtozasa az oxidativ
jelatvitellel, ugyanis a CypD-/- kontroll sejtekben az Aktl aktivacioja a vad tipusu kontroll
sejtekhez képest is magasabb volt, mikdzben ezekben a sejtekben a ROS szintje szinte nem
valtozott. Nem ismert még, hogy mi all ennek a folyamatnak a hatterében, de az irodalomban
mar olvashatunk arr6l, hogy az F ATP szintaz az mPTP kinyitdsaval 6nmagaban is kivaltja a
jelatvitel valtozasat. Ugyanakkor avval, hogy az LPS kezelést kovetéen a CypD hianya
tovabb fokozta az Aktl aktivaciojat a makrofagokban, eldsegitette az M2 fenotipus
megjelenését. Tehat a CypD hidnya biztositotta, hogy a makrofagok Th1 tipust sejtes adaptiv
immunfolyamatokat kivaltd Klasszikus aktivacioja, és gyulladasos citokinjeinek a szekrécidja
ne valjon talzottd. Itt meg kell emlitenem azt is, hogy a proinflammatorikus citokinek
szekrécioja a CypD deficiens LPS-el kezelt tiidoben is szignifikdnsan lecsokkent. Tehat a
CypD hianya igy biztositotta egy részt, hogy a szepszis hiperinflammatorikus szakaszdban a
gyulladast kialakitd proinflammatorikus citokin termelése nem valjon talzotta. Ez azért is
fontos, mivel a hiperinflammatorikus szakaszban - melyet a proinflammatorikus citokinek
véltanak ki - megjelend talzott immunreakciot és gyulladast kompenzalja a szervezet a
hipoinflammatorikus, immunhidnyos szakasszal, amely késébb a beteg halalat okozhatja.
Ennek koszonhetden élhette tul a normalis esetben letalis (40mg/kg) LPS kezelést a CypD
hianyos egerek 75%-a.

A ferulaldehid kezelés sordn azt lattuk, hogy a ferulaldehid csak kis mértékben gatolta
meg az LPS (100 ng/ml) kezelést kovetden a 30. és 60. percben mitokondrium porusnyilasat
jelzé depolarizacidjat a RAW?264,7 sejtekben. Ebbdl adoddan a feruladehid foként a rendkiviil
jO antioxidans hatdsanak koszonhette, hogy az LPS kezelést kdvetden a 24. doraban is a
kontroll sejtekben mért érték ala csdkkentette a teljes sejt ROS termelését. A ferulaldehid a
reaktiv oxigén fajtak eltavolitasan keresztiil gatolhatta meg az NF-kB és az Aktl aktivaciojat
iS. Ez az eredmény teljes mértékben azonos a NAC (10 mM) hatasaval, mely szintén a
RAW264,7 sejtekben az LPS (100ng/ml) kezelést kdvetéen csaknem teljes mértékben
eltavolitotta a reaktiv oxigén fajtakat, és evvel gatolta az Aktl és az NF-«xB aktivaciojat és az
iINOS kifejez6dését. Ugyanakkor a ferulaldehid az Aktl aktivaciojara is jelatviteli

utvonalakon keresztiil is hatott, mivel Onmagdban alkalmazva megnovelte az Aktl
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aktivacigjat. A ferulaldehid a MAP kinazok aktivéacidjanak a csokkenését szintén nemcsak az
oxidativ stresszre gyakorolt hatdsdn keresztiil érte el, mivel az LPS kezelést kdvetden
megndvelte a kindzokat defoszforilalo MKP1 fehérje mennyiségét. Az irodalomban
olvashatunk arrol, hogy a foszforilalt GSK-3p (Ser9) és a PI3K/Akt utvonalon aktivalédo
Akt2 képes a CypD fehérjét foszforilalni, és evvel gatolni az mPTP nyilasat. A feruladehid
azonban az LPS kezelést kdvetden a 30. percben teljes mértékben meggatolta a GSK-3f3
(Ser9) foszforilacidjat, igy az nem vehetett részt az mPTP nyilasdnak a gatlasaban.
Ugyanakkor ebben az idépontban az Akt1(S473) aktivalt volt, igy el6fordulhat, hogy az Akt2
fehérjéhez hasonldan az Aktl foszforilalta a CypD fehérjét és igy gatolta a pérusnyilast. A
ferulaldehid avval, hogy gatolta az Aktl aktivacidjat negativ hatassal is volt a szepszis hiper-
inflammatorikus szakaszat kialakito makrofagok klasszikus aktivacidjara, mivel az Aktl
felelds a szepszis soran a MAP kindzok, az NF-xB aktivacigjanak gatladsaért, és a gyulladast
csOkkentd M2 makrofdgok megjelenésért. Egyrészt ez is magyardzza azt az altalunk kordbban
latott jelenséget is, miszerint a feruladehid az egerekben az LPS-el indukalt szepszisre csak a
gyulladas kezdeti szakaszaban volt hatassal.

A HepG2 sejtekben végzett kisérleteink sordn megbizonyosodhattunk arrdl, hogy a letalis
IK11 Kezelést kovetéen megjelend mPTP nyilas feltétleniil sziikséges a sejtek apoptotikus,
nekrotikus sejthalalahoz, az mPTP nyilasahoz pedig elengedhetetlen a PARP(1,2) aktivacioja.
Az eredményeink emellett azt is mutattak, hogy a PARP(1,2) gatlasa az IK11 kezelést
kdvetden a sejtosztodast biztositd az Aktl inaktivacidjat tovabb fokozta, mikdzben a sejthalalt
kivalto a JNK2 aktivaciojan lecsokkentette. A PARP gatldsa igy bizonyosan nem a
PI3K/Akt1/GSK3p/CypD tutvonalon keresztiil akadalyozta meg az mPTP kinyilasat. Azonban
eléfordulhat, hogy a INK2 aktivacidjanak a csokkentésével gatolta a kiilsd porusok nyilasat és
az apoptozist. Ezt a feltételezésemet azokra a kordbbi megfigyelésekre alapozom, melyek
arr6l szamolnak be, hogy a JNKI1 fehérje foszforilacioval ki tudja véltani a kiilsé poérusok
nyilasat. Az eredményeink alapjan azt is kijelenthetjiik, hogy a PARP(1,2) gatlasa a
meggatolta rakos sejtek fokozott sejtosztdédasahoz €s egyéb ¢€letfolyamataihoz sziikséges ATP
raktarak kimeriilését. A PARP gatlasa ezt avval érte el, hogy gatolta a poli (ADP-riboz)
reakciohoz sziikséges NAD+ és ATP a raktarak kimeriilését, biztositotta a gliikolizist a
hexokindz gatlasanak gatlasaval, akadalyozta az mPTP nyilasbol addéddan a sejt oxidativ
karosodasat, €és lehetdvé tette elektrontranszportldnc stabil miikodését és az ATP szintézist. A
PARP(1,2) gatlasa soran latott eredmények emellett bizonyosan avval is magyarazhatok, hogy
a PJ34 és a siRNS akadalyozta, hogy a PARP1 poli-ADP-ribolizalja a hiszton fehérjéket,
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crer

génatirast koveto jelatviteli folyamatokat gatolt, melyek az mPTP kinyildshoz vezettek.

A korabbi egérkisérleteink sordn azt tapasztaltuk, hogy a ferulaldehid a gyulladast az
egerekben csak a korfolyamat korai szakaszaban csokkentette, és hosszi tavon nem
biztositotta az egerek tulélését. A PARP1 génkilitése ezzel szemben az egerek 90%-anak a
tulélését biztositotta. A PARP1 aktivaciojarol pedig megtudtuk, hogy hogy kivaltja a mPTP
nyilasat HepG2 sejtekben IK11 kezelést kvetden. A PARP gatloszerek azonban eddig csak
egerekben bizonyultak hatdsosabbnak. Igy a CypD izomerdz funkcidjat gatld szer
kifejlesztése bizonyitottan jobb megoldast nytjthat a szepszis kezelésében. Erre azért is van
sziikség egyre nagyobb sziikség, mivel egyre gyakrabban jelennek meg szepszist kivalto
multirezisztens mikroorganizmusok. A szepszisre kezelésére jelenleg csak antibiotikum
terapia létezik. Emellett egy ilyen gatloszer minden olyan betegségnek a kezelésében is
megoldast jelenthetnek, melyek gyulladéssal, fokozott oxidativ stresszel és a mitokondrium
altal szabalyozott sejthalallal jarnak (Alzheimer, Parkinson, Huntington, iszkémia-reperfuzot

kovetden a szivizomsejtek halala).
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