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Roviditések listaja/ Abbreviations

AP-1: activator protein 1

COX: cyclooxygenase

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay

ERK: extracellular signal regulated kinase

IKK: IxB kinase

IxB: inhibitor of kappa B

IL: interleukin

iNOS: inducible nitric oxide synthase

IRAK: interleukin-1 receptor-associated kinase

JNK: c-Jun N-terminal kinase

LPS: lipopolysaccharide

MAPK: mitogen-activated protein Kinase

MKEP: MAPK phosphatase

MTT: 3(4,5dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
MyD88: myeloid differentiation primary response protein 88
NFkB: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NOX: NADPH oxidase

PG: prostaglandin

ROS: reactive oxygen species

SRB: sulforhodamine B

TAB: TAK binding protein

TAK: TGF-beta-activated kinase

TDPA: 3,4’ 5-trihydroxy-diphenylacetylene

TIRAP: TIR domain-containing adapter protein

TLR: Toll like receptor

TNFa: tumor necrosis factor alpha

TRAFG: tumor necrosis factor-receptor associated factor 6



Bevezetés

A gyulladas

A gyulladds a magasabbrendii szervezetek fert6zésre, sériilésre, vagy karosodott szoveti
miikodésre adott valasza, melynek célja a fertdz6 agens elpusztitasa, a karosodas lokalizalasa,
az eredeti funkciok helyredllitasa. Kialakitasaban elsdsorban a velesziiletett immunrendszer
folyamatai vesznek részt, amelyek azonban késébb aktivalhatjdk az adaptiv védekezd
reakciokat is. Altalaban gyorsan alakul ki, kis helyre koncentraléodik, és a korokozo
elimindlasa utan rovid idével, maradandé kovetkezmények nélkiil meg is szlinik. Bizonyos
esetekben (sulyos fertdzés vagy trauma, hibas regulacidos mechanizmusok) viszont karos,

olykor halélos kovetkezményekkel jarhat.

Az elmult évtized tudomdnyos kutatdsainak koszonhetden egyre tobb bizonyiték lat
napvilagot, amely szerint az inflammatorikus folyamatok részt vesznek a fejlett vilag egyre
nagyobb figyelmet kapd betegségeinek patogenezisében, mint példaul a rak, a metabolikus
szindroma, a 2-es tipust diabétesz, az atheroszklerdzis €s a neurodegenerativ elvaltozasok. Ez
tovabb fokozza az igényt a gyulladdsos mechanizmusok pontos megértése és a gyulladast

csillapitani képes terdpidk kifejlesztése irant.

A tipikus gyulladasos immunvalasz négy OsszetevOre é€piil: a kivaltd stimulusra, az azt
érzékeld szenzorra, a szenzor altal indukalt inflammatorikus mediatorra és az effektor
funkcidkat ellatd, a mediatorok altal befolyasolt célszovetre. A kivaltd stimulus lehet exogén
(mikroorganizmusok, allergének, idegen testek) vagy endogén (karosodott vagy stressznek
kitett szovetekbdl felszabaduld anyagok, natrium-urat kristalyok, oxidalt lipoproteinek, az
extracellularis matrix degradacidés termékei). A behatold mikroorganizmusokat a gazda
szervezete az ugynevezett patogén-asszocialt molekularis mintdzatok (PAMP) alapjan ismeri
fel. A gyulladasos stimulusok a megfeleld szenzoraikon keresztiil sejtek altal szekretalt, vagy
plazmaproteinekbdl kialakulé inflammatorikus medidtorok megjelenését eredményezik. A
cellularis mediatorokat foként specialis leukocitdk (els6sorban a szdveti makrofagok és

hizésejtek), kisebb részben a gyulladas altal érintett szovet sajat sejtjei termelik.

A kezdeti stimulus fliggvényében a reagald szenzorok, mediatorok és effektorok kiilonbozd
kombinacidja biztositja, hogy a velesziletett immunitds keretein beliil a kialakulo
immunvalasz a lehetd leghatékonyabb és minél inkabb specifikus legyen. Példaul bakterialis

fert6zés esetén a TLR receptorokrdl induld jelatvitel elsésorban TNFa, IL-6 és PGE2



medialasaval egy jellegzetes antibakterialis immunvalaszt alakit ki, ugyanakkor viralis

infekcidt kdvetden az interferonok produkcidjaval valosul meg a virusellenes vélasz.
A makrofagok szerepe a gyulladas kialakulasaban

A szervezetbe behatolé mikroorganizmusok ellen elséként a velesziiletett immunrendszer
fagocitald sejtjei (makrofagok, polimorfonukleéris leukocitdk) veszik fel a harcot. Ezek a
sejtek a csiravonalban kodolt receptoraikkal képesek felismerni a  patogén
mikroorganizmusokra jellemz6 mintazatokat. A mononuklearis fagocitarendszert a monocitak
¢s a makrofagok alkotjdk. A monocitdk a mieloid progenitor sejtekbdl differencialédott,
vérben keringd, 10-15 um atmérdji sejtek. Az érpalyabdl kilépve a monocitak makrofagokka
érnek, melyek a monocitakhoz képest akar egy nagysagrenddel is nagyobb méretiiek lehetnek,
¢s megno rajtuk az immunrendszeri funkcidk betdltéséhez sziikséges receptorok expresszidja.
A természetes és az adaptiv immunitas mellett az egészséges szoveti miikodés fenntartdsdban
is fontos szereppel birnak: bekebelezik az elhalt sejteket és a behatold mikrobakat, enzimeket
¢s gyulladasos mediatorokat termelnek. Egyik legfontosabb tulajdonsaguk, hogy hivatasos
antigénprezentald sejtként bemutatjak a T-sejteknek az idegen antigént, valamint aktivalni is
képesek a limfocitakat. Az utobbi évtized kutatdsai alapjan azonban az is egyértelmii, hogy a
makrofdgok nem csak a védekezd folyamatok aktivalasaban és fenntartdsdban, hanem azok

megfeleld id6ben torténd ledllitasaban is kritikus szereppel rendelkeznek.

Bar a gyulladés fogalma csak a teljes szervezet vagy a szovetek szintjén €rtelmezhetd, mivel a
kialakuldsa az egyes sejttipusok inflammatorikus folyamatainak kovetkezménye, az olyan
beavatkozasokkal, amelyek a sejtek gyulladasos jelatvitelét gatoljak, hatékonyan
csokkenthetd a gyulladas mértéke. A makrofagok kulcsfontossagu sejtek mind az akut, mind a
kronikus gyulladas kialakuldsidban, ezért a benniik lezajlé inflammatorikus aktivacid gatlasa

megfeleld terapids stratégia lehet.
A makrofagok gyulladasos jelatviteli folyamatai

A lipopoliszacharid (LPS) a Gram-negativ baktériumok kiils6 membranjaban talalhato,
komplex szerkezetli endotoxin. Bar kis mennyiségben az o0sztéd6 baktériumokbdl is
felszabadul, nagyobb mennyiségben akkor valik hozzaférhetové, ha a szervezetbe keriilt
baktériumok lizis, fagocitdcis vagy antibiotikumok hatdsara szétesnek. Az ilyenkor
felszabaduld, nagy dozist LPS a gazda immunfolyamatainak talzott aktivdldsa miatt

szisztémas gyulladdson és szeptikus sokkon keresztiil akar halalt is okozhat.



A Gram-negativ bakteridlis infekciok leginkdbb jellemzd patogén asszocialt molekuléris
mintdzataként az LPS 6nmagéban is aktivalja a szervezet védekez6 mechanizmusait, ezért in
vitro és in vivo rendszerekben is gyakran haszndljdk az inflammatorikus folyamatok

modellezésére.

A makrofagok felszinén taladlhato TLR4 receptor-komplex LPS kotésének kovetkeztében
els6ként a MyD88-fiiggd utvonal aktivalodik, ami a MAP kinazok és az NFkB transzkripcios
faktor korai aktivaciojan keresztiil proinflammatorikus citokinek termelését iranyitja. A
TIRAP adapter kapcsolja a MyD88 fehérjét a TLR4 intracellularis doménjéhez. A MyD88
ezutan magahoz vonzza az IRAK4-et és az IRAK1-et, az utobbi aktivacidja a TRAF6-tal
torténd interakciojat eredményezi. A TRAF6 szamos fehérje, igy onmaga, az IRAKI, és az
IKK komplex regulatoros alegységének K63-tipusu ubikvitinaciojat katalizalja. A TRAF6-on
talalhatd poliubikvitint felismerve tud kotddni a TAB2 ¢és a TAB3, ez vezet a TAKI
aktivalodasdhoz, ami foszforildlja az IKKB-t. A kovetkezd 1épésben az IkB foszforilacidja
felszabaduld6 NFkB alegységek a nukleuszba transzlokalédva szdmos gén fokozott
expressziojat idézik elé: az inflammatorikus interleukinek és a TNFa a makrofagokbol
felszabadulva a gyulladast a szervezet tdvolabbi részeire is kiterjesztik, a COX-2 enzim 4&ltal
szintetizalt arachidonsav-szarmazékok a gyulladdssal jaré fajdalom ¢€s laz kialakulasat
eredményezik, az iINOS enzim altal arginin—citrullin atalakulds soran termelt nitrogén-
monoxid a patogén elpusztitidsat célozza, azonban ekdzben citotoxikus hatdsa is lehet. Az
utvonal igen fontos ledgazasaként a TAKI1 és a TPL2 altal aktivalt MAPK kinazok
foszforilaljak a p38, INK és ERK MAP kinazokat, melyek tobb transzkripcios faktor (NFkB,
AP-1 dimerek) aktivalasaval szintén fokozzék az inflammatorikus gének expresszidjat. Fontos

regulacids mechanizmusként megemlitendé a MAP kindzok MKP-1 altali inaktivacidja.

A makrofag aktivacio tovabbi jellegzetes folyamata az Gigynevezett oxidativ burst, melynek
soran a sejtek elsdsorban a NADPH oxiddz komplex altal nagy mennyiségli reaktiv oxigén
intermediert (ROS) termelnek. A makrofagok fagoszomaiban termel6dé ROS a mikrobakkal
szembeni védekezés fontos eleme. Ugyanakkor a keletkezd szabadgyokok és peroxidok
képesek 4tdiffundalni a membranokon, és igy a fagoszomabol a citoszolba vagy az
extracellularis térbe kijutva komoly karokat okozhatnak a szdvetekben. Gyakorlatilag
barmilyen makromolekuldval képesek reakcidba 1épni, a DNS karositdsaval mutacidkat
okozhatnak, a lipidperoxidacié sordn tonkreteszik a membranokat, a fehérjék aminosav

oldallancainak oxidalasa kovetkeztében modositjdk azok harmadlagos szerkezetét. Ezen



folyamatok ereddjeként az elhtizodo, erdteljes oxidativ stressz a makrofagok ¢és a kdrnyezd

szoveti sejtek apoptozisat vagy nekrozisat okozva stlyos szovetkarosodashoz vezethet.
A rezveratrol

A rezveratrol egy természetes polifenol, mely gombas fertézés vagy egyéb kornyezeti stressz
hatasara termelddik a novényekben. Nagy koncentracioban megtaldlhatdo a szdloben, €és a
vorosbor szamos kedvezd élettani hatasaért tartjak feleldsnek. Szamos kutatasi eredmény
szerint a rezveratrol segithet az atheroszklerdzis, a rak és kiillonbozd gyulladasos betegségek
megelozésében. Gyulladasgatld hatasat elsdsorban a reaktiv oxigén és nitrogén gyokok
semlegesitésén, az NFkB transzkripcids faktor és a COX enzimek gatlasan keresztiil fejti ki.
Ezenfelill a rezveratrol szamos molekularis tamaddspontra (protein kindzok, hormon

receptorok, ribonukleotid reduktdz, DNS polimerdz) hatva akadéalyozza a tumoros sejtek

crer

Az utdbbi évtizedben a rezveratrol bioldgiai hatdsanak fokozasa reményében szdmos analogot
szintetizaltak, melyek kémiai és bioldgiai vizsgalata segit a sztilbén tipust polifenolok
szerkezete és molekularis hatdsa kozotti Osszefliggések felismerésében. A legtobb ilyen
tanulmany elsdsorban a molekuldn talalhato funkcios csoportok szerepére koncentralt, joval
kevesebb ismeret 4all rendelkezésiinkre magénak a sztilbén szénvaznak a szerepérdl a

gyulladasgatlo €s tumorellenes hatdsok kialakitasaban.
A kutatas célkituzései

A rezveratrol egy tobb mint husz éve felismert gyulladasgatld és tumorellenes hatasokkal
rendelkezd novényi polifenol. A kedvezo élettani hatasainak molekularis hatterére vonatkozo
informaciok azonban tobb ponton is hianyosak, vagy ellentmondasosak. Ugyszintén kevéssé
ismert a molekula szerkezeti jellemzdinek a szerepe a bioldgiai hatdsok kialakitasaban.

Kutatasunk céljai voltak ennek megfelelden:

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

o Olyan rezveratrol analogok azonositdsa, amelyek az eredeti molekulanal
hatékonyabban gatoljak a makrofagok inflammatorikus folyamatait, vagy kiilonb6z6
tipusu tumoros sejtek szaporodasat.

o Az ismert szerkezetii analdgok és a rezveratrol hatdsanak Osszehasonlitdsaval a
sztilbén tipusu polifenolok bioldgiai hatdsait meghatarozo szerkezeti jellemzdk jobb

megismerése.



Eredmények

|. Paramagneses rezveratrol analdgok antiinflammatorikus hatasa

Mindegyik vizsgalt paramagneses analég a rezveratrolnal gyengébb antioxidans

Az analdgok antioxidans tulajdonsaganak felmérése céljabol vizsgaltuk azok hatasat LPS-sel
stimulalt RAW264.7 makrofdgok ROS termelésére. 24 oras kezelést kovetden azt talaltuk,
hogy - habar mind a 7 alkalmazott analog képes valamilyen mértékben visszafogni a LPS altal
indukalt szabadgyok generalast - egyikkel sem érhetd el olyan nagyfoku hatas, mint a
rezveratrollal. Meglehetdsen hatékony antioxidans jelleget mutatott a HO4450 és a HO4409,
amelyek 50 uM koncentracioban adva 45, ill. 40 %-kal csokkentették a megemelkedett ROS
termelést.

Szamos analég a rezveratrolnal hatékonyabban gatolta az aktivalt makrofagok nitrit
termelését

24 oras LPS kezelést kovetden azt talaltuk, hogy az LPS altal kivaltott nitrit produkciét mind
a 8 polifenol koncentracio-fiiggd modon gatolta. Kettd analog kivételével (HO4427 és
HO4486) mindegyik a rezveratrolnal erdsebb gatld hatdst mutatott. Kiilondsen nagy
hatékonysagot lathatunk a HO4408 ¢és a HO4409 molekuldknal, amelyek a megndvekedett
nitritszintet koriilbeliil 50 %-kal csokkentették.

Harom analog a rezveratrolnal erésebben gatolja az aktivalt makrofagok TNFa
termelését

A TNFa a makrofagok altal termelt egyik legfontosabb pro-inflammatorikus citokin, amely az
immunrendszer tobbi sejtjére hatva felelds a gyulladasos folyamatok felerdsitéséért. A
rezveratrolrél régdta ismert, hogy képes gatolni a TNFa szintézisét eredményezd
folyamatokat. LPS-sel aktivalt makrofag modelliinkben harom olyan analdgot sikeriilt
azonositanunk (HO4409; HO4450; HO4569), amelyek a rezveratrolnél is eredményesebben

csokkentik az endotoxin hatasara termel6dé TNFa mennyiségét.

Il. A rezveratrol és a TDPA hatdsa endotoxinnal aktivalt makrofagokra

A TDPA a rezveratrolnal gyengébb antioxidans

Mivel ismert, hogy a rezveratrol kedvezd bioldgiai hatdsainak jelentds része a molekula
antioxidans hatdséara vezethetd vissza, els6ként megvizsgaltuk az analog gyokfogo kapacitasat
egy sejtmentes modellben, illetve LPS-sel aktivalt RAW 264.7 makrofagokban. Mindkét
esetben azt taldltuk, hogy a rezveratrol a harmaskotéses analogndl hatékonyabb

antioxidansként miikédik. Mig 50 puM rezveratrol a 10 uM hidrogén-peroxid és 60 uM Fe?*-
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EDTA éltal képzett peroxid gyokok 93 %-at tudta semlegesiteni, a TDPA minddssze 53 %-ot.
A makrofagok LPS hatdsdra megndvekedd ROS termelését mindkét polifenol koncentréacio-
fliggé modon csokkentette, de a TDPA hatasa itt is jelentésen elmaradt a rezveratrolétol.

A TDPA a rezveratrolnal jobban csokkenti a sejtek MTT-assayben mutatott
életképességét

A rezveratrol tudjuk, hogy szamos tumoros sejtvonalra fejt ki citotoxikus és szaporodasgatlo
hatast. Mivel a RAW makrofagok is leukémia eredetli sejtek, a két polifenol esetleges
citotoxikus hatasat MTT assayvel mértiik fel. A 100 ng/ml LPS-sel és a polifenolok emelkedd
koncentracioival (12,5-100 uM) 24 o6ran at kezelt sejtek MTT-redukalod kapacitasa alapjan
elmondhatd, hogy az LPS kezelés Oonmagidban nem ¢érinti a sejtek életképességét, a
polifenolok koziil pedig a TDPA a rezveratrolnal jobban csokkenti az életképes sejtek szamat.

crer

TDPA 25 %-Kkal.

A TDPA a rezveratrolnal sokkal hatékonyabban gitolja az egyik legfontosabb
inflammatorikus transzkripcios faktor, az NFkB aktivalodasat LPS hatasara

A RAW Blue egy olyan, RAW 264.7 makrofagokbol genetikai modositassal kifejlesztett
sejtvonal, amely az NFkB transzkripciondlis aktivitdsanak pontos és elegans megbecsiilését
teszi lehetévé. A kromoszomaba épitett riporter génrdl az aktivalt NFkB altal regulaltan egy
médiumba szekretalt alkalikus foszfatdz enzim irddik at, amelynek mennyisége a megfeleld
szubsztrat hozzdadasa utan fotometridsan mérhetd. Az LPS kezelés hatasara nagymértékben
fokozodo NF«B aktivitast a TDPA a rezveratrolnal sokkal hatékonyabban tudta csdkkenteni.
Az 50 uM-os polifenol koncentracio mellett kapott értékeket 6sszehasonlitva az lathatd, hogy
mig a rezveratrol nem volt képes szignifikansan befolyasolni az NF«kB aktivacigjat, a TDPA
31 %-kal csillapitotta azt. Ez a kiilonbség — bar igen csekély mértékben — mar 5 oras kezelés
utdn is észrevehetd volt, amikor a kezelt sejtek ¢€letképessége még nem mutatott eltéréseket,
akar MTT-vel, akar flow citometrids propidium-jodid/annexinV eljarassal vizsgalva.

A TDPA és a rezveratrol védi a mitokondrium membrant az LPS-indukalt
depolarizaciotol

Az LPS altali makrofag aktivacié korai fazisdban leirt jelenség a mitokondriumok
membranpotencidljanak 0sszeomlasa. Kivancsiak voltunk r4, hogy vajon a vizsgalt
polifenoljaink képesek-¢ ezt a karos hatast csillapitani. 50 uM rezveratrollal vagy TDPA-val
elokezelt makrofagokat 100 ng/ml LPS-sel kezeltiink tovabbi 30 percig, majd flow

citometrids modszerrel vizsgaltuk a mitokondrium membranpotencial valtozasait. Mig az LPS



a vart modon kivaltotta a membran depolarizaciojat, a rezveratrol és a TDPA egyforma
mértékben gatoltak a jelenséget.

A TDPA a rezveratrolnal jobban gatolja a makrofagok LPS altal indukalt citokin
termelését

A makrofagok gyulladasos folyamatokban mutatott kritikus szerepének egyik legfontosabb
momentuma a pro- és antiinflammatorikus hatast citokinek szekretdldsa. 6 oras kezelést
kovetéen megmértiik a 100 ng/ml LPS-sel és 100 uM polifenollal kezelt RAW Blue sejtek
altal a médimba szekretalt IL-1, IL-6 és TNFa mennyiségét. Meglepd modon az IL-1
mennyiségében sem LPS, sem a polifenolok hatasara nem lattunk valtozast. Ugyanakkor az
LPS az IL-6 termelést a kontroll szint 5-szorosére, a TNFo-ét 17-szeresére fokozta. Ezt az
erdteljes citokin produkciét a TDPA a rezveratrolnal hatékonyabban volt képes gatolni: az IL-
6 szintet a LPS-kezelt csoporthoz képest a TDPA 81 %-kal, a rezveratrol 67 %-kal
csOkkentette. A TNFa szintet a TDPA 82 %-kal csokkentette, szemben a rezveratrol 46 %-0s
eredményével. Lathat6, hogy habar mindkét polifenol képes gatolni az aktivalt makrofagok
proinflammatorikus citokin termelését, a TDPA ebben a tekintetben kiemelkedd
hatékonysagot mutat.

A TDPA és a rezveratrol eltéré médon befolyasoljiak az LPS-sel stimulilt makrofagok
jelatviteli folyamatait

Azzal a céllal, hogy jobban megértsiik a rezveratrol és a TDPA inflammatorikus folyamatokra
torténd eltérd hatasainak molekularis hatterét, az LPS-sel és a polifenolokkal kezelt sejtek
lizatumaibdl western blottal vizsgaltuk a TLR4-NF«kB jelatvitelben résztvevo, legfontosabb
jelatviteli fehérjék mennyiségét/aktivaltsaganak mértékét. Azt talaltuk, hogy a rezveratrol és
az analdgja tobb ponton is eltérden befolyasoljdk a szoban forgd szignaltranszdukcids utvonal
1épéseit. A TDPA a rezveratrolnal jobban gatolta az IKK, kB, ¢s az NFkB p65 alegységének
foszforilacigjat 30 perces LPS kezelés utan, valamint a COX-2 mennyiségét 3 oras kezelést
kovetden. Az ERK foszforilacigjat a két analdg kozel egyforma mértékben gatolta, mig
meglepetésiinkre a TDPA kifejezetten fokozta a p38 és a INK fehérjék aktivitasat. Az MKP-1
mennyiségét 3 oranal mindkét anyag csokkentette, a TDPA a rezveratrolnal nagyobb

mértékben.



I1l. A rezveratrol és a TDPA citotoxikus és szaporodasgatld hatasa kiilonb6z0 tumoros
sejtvonalakon

A TDPA a rezveratrolnal hatékonyabban csokkenti kiilonboz6 eredetii tumoros sejtek
MTT assayben mutatott életképességét

Korabbi megfigyeléseink alapjan a TDPA a rezveratrolnal hatékonyabban csokkentette RAW
makrofagok életképességét MTT assayvel vizsgalva. Annak eldontésére, hogy ez a jelenség
az adott sejttipusra specifikus, vagy mas, tumoros sejtvonalakon is megfigyelhetd, 6 tovabbi
sejtvonalat kezeltiink 24 6ran at rezveratrollal vagy TDPA-val, majd az €16 sejtek aranyat
MTT teszttel vizsgaltuk. A vizsgalatba bevont sejtvonalak mindegyikérél (RAW 264.7 egér
leukémia eredetli makrofdg, HepG2: human hepatocellularis carcinoma, U251: huméan
glioblastoma, A549: human tiid6 carcinoma, HeLa: humén cervix carcinoma, PC12: patkdny
phaeochromocytoma, B16-F10: egér melanoma) elmondhatd, hogy a TDPA a rezveratrolnal

nagyobb mértékben csokkentette az €16 sejtek szamat.

A TDPA a rezveratrollal azonos mértékben gatolja U251 és HepG2 sejtek kolonia

sre s

A kolénia formacio tesztben a 6 lyuka plate-ekre nagyon alacsony siirtiségben (500 sejt/well)
kirakott sejteket hét napon at kezeltik a polifenolokkal. A kezelés végén a megfestett
sejtkolonidk szamabol és méretébdl kovetkeztethetlink a sejtek szaporodasanak iitemére. Két
human tumoros sejtvonalon (U251 és HepG2) végzett kisérlet alapjan azt lattuk, hogy a
kontroll csoporthoz képest mindkét polifenol koriilbeliil egyforma mértékben gatolta a sejtek

szaporodasat.
A TDPA a rezveratrolnal nem hatékonyabb a sejtciklus feltartoztatasaban

Két human sejtvonalon (HepG2 és U118) vizsgaltuk a sejtciklus egyes fazisaiba esd sejtek
aranyat 24 oras polifenol kezelések hatdsiara. A flow citometrids méréssel a sejtek DNS-
tartalmadnak meghatarozasa alapjan tudjuk elkiiloniteni a kiilonboz6é fazisban (GO/G1; S;
G2/M) 1évo sejteket. Az U118 glioblastoma sejtek esetében mindkét polifenol erdsen
akadalyozta az G1—S atmenetet. Ellenben a HepG2 sejteken a rezveratrol és a TDPA sem
befolyasolta a G1—S atmenetet, viszont a rezveratrol a TDPA-nal sokkal jobban gatolta az

S—@G2 fazisok hataran torténd tovabbhaladast.
A rezveratrol és a TDPA azonos mértékben indukalja HepG?2 sejtek apoptozisat

A polifenoljaink altal indukalt apoptozis €s nekrozis mértékének megallapitasara annexin
V/7T-AAD jelolést detektald flow citometridas modszert alkalmaztunk. Az annexinV az

apoptozis soran igen koran externalizalodo foszfatidil-szerinekhez kotodik, a 7-AAD pedig a
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propidium-jodidhoz hasonléan csak az elhalt sejtekbe képes bejutni. 75 uM-0s
koncentracioban alkalmazva, 24 o6ras kezelést kovetden a két polifenol egyforméan, mintegy
14 széazalékkal csokkentette az €16 sejtek mennyiségét, és novelte elsésorban a korai
apoptotikus sejtek aranyat. Nekrozis tjan elhalt sejtek gyakorlatilag egyik csoportban sem
voltak jelen (az aranyuk egy ezreléknél alacsonyabb volt).

A TDPA és a rezveratrol egyforma mértékben csokkentik a sejtszamot szulforodamin B
assay alapjan

A korabbi MTT assayben kapott eredményeket szerettilk volna megerdsiteni egy olyan
vizsgalattal, amellyel az MTT-vel azonos kezelési paraméterek mellett (azonos sejtszam, plate
tipus, kezelési id6 és koncentraciok) hatarozhaté meg a jelenlévd sejtek mennyisége. Erre egy
masik életképesség-méréd modszert, a szulforodamin B assayt valasztottuk. A szulforodamin
B megfesti a fehérjéket, igy mosas és feloldds utan az éltala adott szin intenzitdsa aranyos a
well-ben 1év6 fehérje mennyiségével. Egy 96 lyuk plate-et két felé osztva kezeltiik a HepG2
sejteket a korabbiakhoz hasonlé modon, majd 24 éra elteltével a plate egyik felét MTT-vel, a
masik felét szulforodamin B-vel festettik meg. Az igy kapott életképességi adatokat
szazalékosan feltiintetve lathato, hogy mig az MTT assay a korabbiakkal megegyezd modon
jelentds eltérést mutat a rezveratrollal illetve TDPA-val kezelt sejtek szdmaban, a
szulforodamin B assay alapjan a két polifenol teljesen azonos mértékben csokkenti a well-
ekben jelenlévo celluldris fehérjék mennyiségét. A diagram négy gorbéje koziil egyértelmiien
a rezveratrollal kezelt sejtek MTT-gorbéje tiinik ki: a masik harom gorbénél joval magasabb
szazalékos ¢letképességi értékeket mutat. A TDPA-hoz tartozd6 MTT-gorbe ellenben
gyakorlatilag a TDPA SRB-gorbéjével azonos lefutasu. A ,kezeléseket” ezutan az el6z6hoz

crey

oldataival, és az MTT/SRB festékekkel. Itt nem talaltunk semmilyen eltérést.
A TDPA a rezveratrolnal gyengébb antioxidansként miikodik tumoros sejtekben

Végezetiil 6sszehasonlitottuk a rezveratrol és a TDPA antioxidans hatékonysagat HepG2 és
U251 sejtekben. 24 oras kezelések utdn mindkét sejtvonalon azt taldltuk, hogy a vizsgalt
koncentracio-tartomanyban (25-200 uM) a rezveratrol a TDPA-nal magasabb antioxidans
aktivitast mutat. Erdekes médon a glioblastoma sejtekben a TDPA egyéltalan nem miikodott
antioxidansként, a HepG2 sejtekben viszont igen — igaz, a hatdsa a rezveratrolétol mintegy 30

%-kal elmaradt.
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Osszefoglalas

Munkdm soran egy jol ismert, gylimolcsokben és vordsborban eldforduld polifenol, a
rezveratrol szintetikus analdgjainak hatasat vizsgaltam tumoros sejtvonalakon és LPS altal
aktivalt makrofag sejteken. A kutatds elsd fazisdban nitrogéntartalmi, paramagneses
molekulak, a méasodik fazisban pedig egy harmas-kotéses rezveratrol szarmazék vizsgélatara
keriilt sor. A kisérletek soran tobb analdgrél bizonyosodott be, hogy az eredeti molekulanal
hatékonyabban képes a makrofagok gyulladds sordn torténd aktivaciojanak csillapitasara.
Ezek a vegyiiletek és az altaluk nyert, a rezvertarol szerkezet-funkcio Osszefliggésére
vonatkoz6 adatok értékes informacidkat nyujthatnak 0j, a polifenolok multi-target jellegét

kiaknaz6 gyogyszerfejlesztések szamara.

Kimutattam tovabbd, hogy az MTT assay a rezveratrol hatasat vizsgald kutatdsokban csak
korlatozottan hasznalhat6, helyette a SRB assayt talaltam alkalmasnak a polifenol altal
okozott sejtszdmcsokkentd hatds meghatarozasara. Figyelembe véve, hogy az in vitro
tesztekben maig az MTT assay az egyik leggyakrabban alkalmazott mddszer a rezveratrol
toxicitasdnak meghatdrozésara, ez az eredmény nagyban befolyasolja a polifenol hatasat
taglald kozlemények eredményeinek értelmezését, valamint a jovoben végzendd kisérleteink

kivitelezését.
Koszonetnyilvanitas

Koszonetet szeretnék mondani mindenkinek, aki az elmult években barmilyen modon
segitséget nyuajtott a kutatdsaimmal kapcsolatban. Koszondm Dr. Siimegi Balazs Professzor
Urnak, hogy az intézetiink és a doktori iskola vezetdjeként lehetdvé tette szamomra, hogy a
témaban kutassak. Halas vagyok a Septic Shock Team minden egykori és jelenlegi tagjanak —
Radnai Baldzsnak, Tucsek Zsuzsannanak, Kalman Nikolettanak, Fonai Fruzsinanak, Jakus
Péternek, Dombovari Péternek és mindenekel6tt témavezetomnek, Veres Balazsnak — hogy a
munkat egy szellemileg termékeny, és mindenkor barati légkorben végezhettem. K6szonom a
technikai segitséget Pasztor Annanak, Horvath Bertalannak, Giran Laszlonak és Halasz
Helénanak. Az analogok szintéziséért Dr. Kalai Tamast és Dr. Matyus Pétert illeti koszonet.

K06szondm tovabba a csalddomnak és Maténak, hogy mindvégig tamogattak.

A kutatas a TAMOP-4.2.4.A/2-11/1-2012-0001 Nemzeti Kivalosag Program (Apaczai Csere
Janos Doktoranduszi Osztondij) kiemelt projekt keretében zajlott. A projekt az Eurépai Unid
tamogatasaval, az Eurdpai Szocidlis Alap tarsfinanszirozasaval valdésul meg. A kutatdshoz a

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