Kilonbdz6 mechanizmusok az
NF-xB és kinaz kaszkad
rendszerek szabalyozasaban a

gyulladasban

PhD téezis

Radnai Balazs

PhD programvezeto: Prof. SUmegi Balazs DSc

Pécsi Tudomanyegyetem,
Altalanos Orvostudomanyi kar,
Biokémiai és Orvosi Kémiai Intézet
2010.



Roviditések

Altalanos roviditések

3-AB, 3-aminobenzamid; AP1, aktivator protein 1; COX, ciklooxigenaz; ERK1/2,
extracellularis szignal-regulalt kindz %; FA, ferulaldehid; FCA, ferulsav; HMG, nagy
mobilitasu csoport; 4HQN, 4-hidroxikinazolin; IFNy, interferon y; IL, interleukin; iNOS,
indukéalhaté NO szintdz; JNK, c-Jun N-termindlis kinaz; LPS, lipopoliszacharid; MAPK,
mitogén aktivalta protein kinaz; MD-2, myeloid differenciaciés protein-2; MAL, MyD88
adapter szer( protein; MKK, MAPK kinaz; MIP-2, makrofag gyulladasos protein-2; MyD88,
myeloiddifferencidlo 88 faktor; MRI, magneses magrezonancias képalkotas; NF-xB,
nuklearis faktor-kappa B; PAMP, patogén asszocialt molekularis mintazat; PARP, poli-
(ADP-ribdz) polimeraz; P13, foszfatidilinozitol 3; p90RSK, p90 riboszomalis S6 kindz; PRR,
patogén felismerd receptor; PSS, fizioldgids s6 oldat; RNS, reaktiv nitrogén szarmazékok;
ROS, reaktiv oxigén szarmazékok; TLR, toll szer( receptor; TNFea, tumor nekrozis faktor q;
TRAF-6, TNF-receptor asszocialt faktor 6.

Kezelési csoportok roviditései

CTRL, fiziolégias sdoldattal kezelt; 4AHQN, 4HQN-nal kezelt; FA, FA-del kezelt;
LPS, LPS-sel kezelt; LPS + 4HQN, LPS-sel és 4HQN-nal kezelt; LPS + FA, LPS-sel és FA-
dal kezelt.

Bevezeteés

Szepszis:

A szepszis sz6 a ,rothadas” avagy ,rothadast el6idéz6” Kkifejezések gorog
megfelel6jébdl ,,sapios” szarmazik. A szepszis az immunrendszer szisztemas valasza a
szOvetekbe betor6 mikroorganizmusok ellen, egy olyan tiinet egyuttes, mely fertdzés
kdvetkezménye és bizonyos célszervek karosodasat idézi el6 messze az infekcio
kiindulépontjatél. A hosszu évtizedekre visszanyllo6 intenziv kutatas ellenére a szepszis ma is
az egyik leggyakoribb halalok 750,000 esetszdmmal egy évben, csak az USA intenziv
betegellatasaban, melybdl 215,000 halallal végzddik. A szepszis a harmadik vezet6 halalozasi

ok a fejlett tarsadalmakban, mely el6fordulasa az akut miokardialis infarktuséval emlithet6



egyltt. S bar rengeteg hatasos antibiotikum all rendelkezésiinkre a terapiahoz, a szepszis
tovabbra is vélhet6en a vezet6 halalozasi okok egyike marad, mert bar ezek a vegyuletek
képesek a fert6z6 baktériumok eliminaldsara, ugyanakkor képtelenek a szisztémas
gyulladasos folyamatok kontrollalaséara.

LPS jelatvitel:

A velesziletett immunrendszer a védelem els6 vonala a fert6z6 agensekkel szemben.
Egyik legfontosabb feladata, hogy felismerje az adott patogénhez kothet6 molekularis
mintazatot (PAMP), pl.: a lipopoliszacharid (LPS) molekulat, mely a Gram-negativ
baktériumok kilsé sejtfaldban fordul el6. A bakteridlis patogén ellen inditott immunvélasz
vizsgalatadra kivalé modellnek bizonyult az LPS-indukalta makrofdg modell. Az LPS a
CD14/TLR4/MD2 sejtfelszini receptor-komplexhez vald kot6désével viszi a gyulladasos jelet
a makrofag sejtbe, mely kilonb6z6 adapter proteinek aktivalasan keresztll, szamtalan
jelatviteli Gtvonalat indit be. A toll-szer(i receptor 4 (TLR4)-hez két6dd legfontosabb adapter
molekulak a myeloiddifferencialo 88 faktor (MyD88) és az MyD88 adapter szer(i protein
(MAL), amelyek aktivaljak tobbek kozott a mitogen aktivalta protein kindz (MAPK)
utvonalakat és a foszfatidilinozitol 3 kinaz/Akt (PI3K/Akt) Gtvonalat, el6bbieket a TNF-
receptor asszocialt faktor 6-on keresztll (TRAF6). Az aktivalddott jelatviteli Utvonalak, mint
a MAPK utvonalak - extracellularis szignal-regulalt kindz (p42/44 MAPK vagy ERK1/2), p38
és c-Jun N-terminalis kindz (JNK) utvonalak - illetve a MAPK-tdl fliggetlen PI3K/Akt
atvonal tobb maés kinaz foszforilalasaval és néhany fontos transzkripcids faktor, mint a

nukledris faktor-kappa B (NF-kB) aktivalasaval indukalja a sejtben a gyulladasos valaszt.

Transzkripciés faktorok, az NF-kB:

MAPK és az Akt Utvonalak nukleéris transzkripcios faktorok aktivitasat (aktivator
protein 1 (AP-1)) illetve citoplazmatikus transzkripcids faktorok (NF-kB) aktivaciojat és
nukleéris transzportjat eredményezik, melyek szdmos gyulladdsos gén expresszidjahoz
vezetnek.

Az NF-kB, mint egy fontos gyulladasos transzkripcios faktor, felel6s tébb citokin,
kemokin, novekedési faktor, sejt adhézios molekula és nehany akut fazis protein
medialasaban. Az NF-kB &ltalanosan el6fordul szinte minden allati sejttipusban. Aktivitasat
olyan stimulusok eredményezik, mint a stressz, citokinek, szabadgyokok, ultraibolya

sugarzas, oxidalt LDL és bakteridlis vagy viralis antigének. Az aktualis szerepétl fliggben az



NF-kB-t kapcsolatha hozzak a rakkal, gyulladasos és autoimmun megbetegedésekkel, viralis
fert6zéssel és az immunrendszer elégtelen fejlédésevel. Az NF-kB aktivitads olyan gének
gyors expresszidjat indukalja, melyek permanensen aktivak tobb gyulladasos
megbetegedésben, mint a bélgyulladas, izileti gyulladas, asztma, szepszis és szeptikus sokk,
és pathomechanizmusukban az oxidativ stressznek Kitiintetett szerepe van. igy tobb olyan
novényi eredetl, a népi gyogyaszatban is hasznalt vegyuletr6l feltételezhet6, melynek
antioxidans, antiinflammatdrikus és rakellenes hatasat korabban bizonyitottak, hogy hatasosan
gatoljak az NF-kB transzkripcios faktort. Ugy tlinik tehét, hogy kapcsolat van a gyulladas és a
rak kialakuldsa kozott és az egyik lehetséges kapocs maga az NF-kB. Ez a felismerés
dramaian felértékeli azon novényi vegyiletek (pl.: polifenolok) jelent6ségét, melyek az NF-

KB aktivitasat befolyasolni képesek.

Gyulladasos citokinek és az oxidativ stressz:

Az NF-kB tehat Kitlintetett szerepet jatszik a Gram-negativ baktériumok indukalta
gyulladasos folyamatok medialasaban. Ugy az endotél és epitél sejtek, mint a neutrofilek,
makrofagok és limfocitdk hatalmas mennyiségl inflammatorikus mediator felszabaditasaval
valaszolnak a transzkripcios faktorok aktivitdsara. Ezek legfontosabb képvisel6i a tumor
nekrézis faktor o (TNFa), interleukin (IL)-6, IL-1 és IL-8, E-szelektin, intercellularis
adhezios molekula-1 (ICAM-1, avagy CD54), vaszkuléris sejtadhézios molekula-1 (VCAM-
1, avagy CD106), sz6veti faktor (TF) és a nagy mobilitdsu csoport-1 (HMGB-1), tébb mas
molekula mellett, melyek a gyulladast indukaljak. Ezek a citokinek a szervezet szempontjabdl
olyan hasznos gyulladasos vélaszt indukalnak, mint példaul a lokalis koagulécié, ami
korlatozza a szdveti karosodast. De ezen proinflammatérikus citokinek tulzott termelése még
veszélyesebb lehet, mint az eredeti stimulus, mivel felulirhatja az immunrendszer normal
szabalyozasat és gyulladasos megbetegedésekhez vezethet.

Az inflammatorikus citokinek felszabaduldsa mellett az oxidativ stressz is része a
szeptikus sokk patomechanizmuséanak. A szepszisben tébb ismert szabadgyok termelé enzim
expresszidja megndvekszik, mint a ciklooxigenaz-2 (COX-2) ami szuperoxidot (O,™) termel,
mely egy reaktiv oxigén szdrmazék (ROS), vagy az indukalhaté NO szintdz (iNOS), ami
nitrogén-monoxidot termel (NO"), mely egy reaktiv nitrogén szarmazék (RNS). Az oxidativ
stressz Kitlintetett szerepet jatszik tobb kilonb6zd megbetegedés patogenezisében, mint a
neurodegenerativ Alzheimer-kor vagy a szepszis, szeptikus sokk. Ezekben a betegségekben az
oxigén és nitrogén tartalmu gyokok magas koncentracioja a sejt metabolizmusanak

felborulasahoz vezethet, azéltal, hogy fontos fehérjéket, lipideket, DNS és RNS molekulakat



karositja. Emellett a reaktiv oxigén és nitrogen gyokok (RONS) aktivaljak a mar jol ismert
gyulladasos transzkripcios faktort az NF-kB-t, amely kiemelkedd szerepet jatszik a szeptikus
sokk kifejl6édésében is.

gy méar nem meglep6, hogy tobb antioxidans tulajdonsagi vegyiiletrél is kimutattak,
hogy gatolja az NF-kB-t és az altala aktivalt gyulladasos gének expresszidjat, mint az iNOS,
TNFa, IL-1B és COX-2 az LPS indukalta makrofagokban, vélhetéen a szuperoxid- és
peroxid- gyokok eliminaldsa altal. Tovabba a reaktiv oxigéen és nitrogén gyokok DNS
toréseket okozhatnak az eérintett sejtekben, ami a nuklearis poli-(ADP-rib6z) polimeraz
(PARP) enzim aktivaciéjahoz vezet. Ezen enzim aktivacidja pedig jelentésen hozzajarul a
szepszis szovetkarositd hatasahoz. igy mind az antioxidans tulajdonsagu névényi vegyiiletek
mind a PARP inhibitorok hatasosan gatolhatjak — legalabbis részben — a patogeén indukalta

gyulladasos folyamatokat.

A PARP enzim farmakoldgiai gatlasa:

Az els6 tanulmanyok megjelenése utan, melyek a PARP-1 szerepét vizsgaltak szamos
kilonb6z6 megbetegedésben, megndvekedett az igény PARP-1 inhibitorok fejlesztésére és
klinikai kiprobalasara. Egy mar jol ismert PARP-inhibitorral a 3-aminobenzamiddal (3-AB)
vegzett Kisérletek azt mutattak, hogy a PARP aktivitasnak legfeljebb marginalis szerepe lehet
a szeptikus sokk kialakulasaban. De a vegydletrol kiderilt, hogy gyenge PARP-1 inhibitor és
toxikusnak bizonyult in vivo. Ezzel szemben néhany Uj és hatdsos PARP-1 inhibitor vedelmet

nyujtott az LPS-indukalta szovetkarosodas ellen.

Polifenolok, ferulsav és ferulaldehid

Szamtalan, a tradicionalis medicindban alkalmazott illetve egészséges ételekben
el6forduld vegyllet, mint a rezveratrol, kurkumin vagy a proantocianidinek,
antiinflammatorikus hatasa miatt laboratoriumi és klinikai vizsgalatok targyat képezi. Mivel e
vegylletek oldhatosaga altalaban nem jo, igy a kivald farmakoldgiai hatas kifejtésének
korlatja a szer alacsony biologiai hozzaférhet6sége ,,bioavailability” lehet. Emellett tébb (j
tanulmany bizonyitja, hogy az egészséges ételekben és italokban (gyimdlcs, zdldség,
csokoladé vagy vordsbor) eléfordulé nagy molekuldjua polifenolokat a bélflora metabolizélja
kisebb molekuldju fenolsavakka és fenolaldehidekké. Evvel erdsitve a hipotézist, miszerint
inkabb, de legalabbis részben a polifenolok mikrobialis degradacios termékei felelések az
eredeti polifenolnak tulajdonitott antiinflammatorikus hatasért. A ferulsav (FCA) és a

ferulaldehid (FA) feltételezhet6en ilyen bomlasterméke szamtalan, az ételeinkben el6fordulo



polifenolnak, miutdn magas koncentraciéban mutattak ki a vizeletben vordésbor és csokoladé
elfogyasztasa utan. Az FCA-rol pedig az irodalombdl tudjuk, hogy hosszabb id6 utan is
kimutathatdé a verben, mint mas antioxidansok (pl.: C-vitamin) és a bioldgiai
hozzaférhet6sége is magasabb, mint barmely eddig vizsgalt a taplalékainkban el6forduld
flavonoidnak vagy monofenolos vegyiletnek.

Az FCA és az FA a sikiméat Gtvonalon keresztul képz6dik a ndvényi fenilalanin és
tirozin metabolizmusban. A ferulsav (4-hidroxi-3-metoxi fahéjsav) a fahéjsavak csoportjaba
tartozik és hasonl6an a tobbi fahéjsavhoz kivalé antioxidans. Ez az antioxidans potenciél a
molekula 3 szerkezeti egységének tulajdonithat6. A metoxi és hidroxil csoport, mint elektron
dondalé csoport megtori a gyokos lancreakciot, a C-C kettds kotés pedig befogja a szabad
gyokoket.

Az FCA részben kival6 antioxidans tulajdonsaganak koszonheten terapias hatastnak
bizonyult kilénb6z6 megbetegedésekben, mint a rak, diabétesz, kardiovaszkularis és
neurodegenerativ rendellenességek. Emellett a szakirodalom beszamol a ferulsav és
észtereinek gyulladascsokkent6 hatasarol, mely szerint cs6kkentik néhany gyulladasos
mediator expressziojat és bioldgiai hatasat, mint a prosztaglandin E2, TNFa. és az iNOS, LPS-
stimulalta sejtekben. Az FCA néhany hidrofob észterérél kiderilt, hogy hatasosabban gatoljak
az iINOS fehérje expresszidét LPS+IFNy aktivalta RAW264.7 makrofag sejtekben, mint az
eredeti vegylulet. Bebizonyosodott, hogy a feruloil-mioinozitolok, szignifikansan gatoljak a
ciclooxigenaz-2 promoter aktivitdst a DLD-1, human vastagbélrak sejtvonalon. Tovabba
ismert tény, hogy az FCA dozisfiigg6en gatolja a MIP-2 fehérje expresszidjat, LPS-stimulalta
RAW264,7 sejtekben.

Az FCA redukalt formaja a FA rendelkezik a ferulsav dsszes szerkezeti jellemzéjével
egészen az aldehid csoportig. A nagyfok( hasonldsag miatt feltételezhetd, hogy a FA hasonlo
vagy talan még jobb biologiai hatassal birhat, mint az FCA a reaktiv aldehid csoportja miatt,
mely konnyen oxidalddhat karboxil csoporttd. A szakirodalom igen gazdag a ferulsav
kilénboz6 kisérleti modellekben bemutatott pozitiv hatasarél sz6l6 tanulmanyokban, de a
ferulaldehid vonatkozasaban meglepGen szegényes. Néhany a FA-r6l publikalt cikkbél
kiderul, hogy gatolja az LPS-indukalta iNOS expresszidt és NO-szintézist RAW264,7 egér
makrofag sejtekben, illetve kivalo antioxidans hatassal bir, amely nagyjabol a ferulsavéval

egyezik meg.



Célkitlzeés
1. Bar kordbbi munkankban bizonyitottuk a PARP gatlas antiinflammatérikus hatasat
LPS-indukalta szeptikus sokk modellben és bemutattuk a PI3K/Akt Gtvonal szerepét a PARP
inhibitor gyulladasgatlé hatasanak kifejtésében, a pontos jelatviteli mechanizmus tovabbra is
ismeretlen. Jelen munkénkban elsédleges célunk volt tovabbi LPS-indukélta jelatviteli

atvonalak azonositasa, mint a MAPK Utvonalak, melyek potencialisan résztvehetnek a PARP-

gatlas antiinflammatorikus hatasanak kifejtéseben.

2. In vitro kisérletek alapjan felmerilt annak a lehetGsége, hogy az egészséges
ételekben, italokban illetve a népi gyégymodokban alkalmazott készitményekben el6forduld
j6l ismert és sokat vizsgalt polifenolok hatdsahoz déntéen hozzajarulhatnak azok mikrobidlis
degradacios termékei is. Hogy in vivo bizonyitsuk ezt a hipotézist kdvetkez6 célkit(izésunk
volt, hogy igazoljuk a FA, egy antioxidans tulajdonsagu vegydlet hatasat - mely mikrobialis
degradacios terméke szdmos polifenolnak - LPS-indukalta szeptikus sokk modellben, egerben
illetve egy LPS+IFNy-indukalta primér hepatocita modellben. Tovabbi célunk volt jelatviteli
utvonalak, transzkripcids faktorok és gyulladasos citokinek azonositadsa, melyek szerepet

jatszhatnak a FA antiinflammatdrikus hatasanak kifejtésében.

3. A PARP aktivacio és az oxidativ stressz kiilon-kilon is felel6s lehet a gyulladas
kialakulaséban fontos szerepet jatsz6 NF-kB transzkripcios faktor aktivalasaért és nuklearis
transzportjaért. gy osszehasonlitottuk a 4HQN (potens PARP inhibitor elhanyagolhat6
antioxidans képességgel) hatasat a FA-dével (potens antioxidans, amelynek nincs direkt
hatdsa a PARP-ra) LPS-indukalta gyulladasos folyamatokban. Kisérleteinkben az NF-kB

aktivaciohoz vezet6 jelatviteli folyamatokra fokuszaltunk.

4. Szamos kisérletes munka bizonyitja azt az altalunk is tapasztalt jelenséget, hogy az
allatkisérletekben alkalmazott kiilonb6zd egértorzsek eltér6 érzékenységgel reagalnak az
olyan gyulladaskelt6 agensekre, mint az LPS. A jelenség molekularis hattere azonban még
nem tisztazott. Utolso célkitlizésiink tehat az volt, hogy adataink dsszehasonlitasaval talaljunk
olyan jelatviteli mechanizmusokat, amelyek legaldbbis részben okai lehetnek a mi
modellinkben alkalmazott két kulonb6z6 egértorzs LPS-sel szembeni  eltérd

érzékenysegenek.



Anyagok és eljarasok

Allatok

BALBI/c és C57BL/6 egereket a Charles River Hungary Breeding LTD-d&l vasaroltuk.
Az é&llatokat standard kortlmények kozott tartottuk, csap vizet és egértapot (CRLT/N,
Szindbad Kft, Hungary) biztositottunk ad libitum a kisérlet teljes id6tartama alatt. Az
allatokat a laborallatok kezelésére vonatkoz6 szabalyok szerint kezeltiik az US NIH ajanlasa

alapjan.

Anyagok

Az LPS-t (Escherichia coli 0127:B8) és a 4-HQN-t a Sigma/Aldrich Corporation-tdl
vasaroltuk (Saint Louis, MO or Budapest, Hungary). Az elsd antitesteket, azaz anti-foszfo-
p44/42 MAP kindz (Thr202/Tyr204), anti-foszfo-Akt (Ser473, Thr308), anti-foszfo-GSK-3f3
(Ser9), anti-foszfo-SAPK/INK (Thr183/Tyr185), anti-foszfo-p90RSK (Thr359/Ser363) a Cell
Signalling Technology-t6l vettik (Waltham, MA). Mig az anti-foszfo-p38-MAPK
(Thr180/Tyr182) a Sigma, anti-COX-2 a Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA) az anti-
HMG-1 a Becton Dickinson (San Diego, CA) termékei voltak. A ferulaldehid Prof. Hideg

Kalman kedves ajandéka volt (PTE, AOK, Szerves és Gyogyszerkémiai Intézet).

Sejtkultdra

Primér hepatocitakat C57BL/6 egerekbdl izolaltunk (21-24 g) méasut leirtak szerint (Le
Cam, 1993%), aprébb médositasokkal. Azaz majat perfundaltunk in situ 50 mL fizioldgiés
sooldattal (PSS), amely 6000 U/L heparint és 0.66 mmol/L EGTA-t tartalmazott. Ezt 50 mL
PSS kdvette, majd 35 mL PSS 0.7 g/L kollagenaz H-val (Roche) és 10 mmol/L CaCl,-dal
(37°C). A hepatociakat 24-lyuku, el6zéleg I-es tipusu kollagenazzal fedett (Sigma-Aldrich
Ltd.) sejttenyészté csészékbe vittik DMEM tépoldatba, amely 1% MEM nem esszencidlis
aminosav oldatot tartalmazott, 0.05% inzulin, 0.1% penicillin-sztreptomicin, 10% fetélis borju

szérum és 0.1% dexametazon jelenlétében.

! Le Cam A. Electroporation-mediated gene transfer into hepatocytes. Animal cell electroporation and
electrofusion protocols. Volume 48, Totowa, NJ: Humana Press Inc; 1993. 141-150.



Szepszis modell

Az endotoxikus sokk indukalasahoz BALB/c egereket kezeltlink intraperitonealisan
(i.p.) LPS-sel 20 mg/kg ddzisban 250 pl mennyiségben. 4HQN-t (100 mg/kg) doézisban
adtunk i.p. 250 pl mennyiségben haromszor egy nap az LPS kezelést egy nappal megel6z6en,
vagy egyszeri dozisban 1 vagy 6 6raval az LPS kezelést kdvetéen. A kontroll egér azonos
mennyiségd steril fiziologias sooldatot (PSS)-t kapott.

Az endotoxikus sokk indukalasahoz C57BL/6 egereket kezeltiink i.p. LPS-sel (20
mg/kg ddzisban, alacsony dozis vagy 40 mg/kg magas dozisban). FA-det (6 mg/kg) minden
12 éraban adtunk i.p., az els6 injekciot egy Oraval az LPS kezelés el6tt. A kizardlag FA-del
kezelt egerek (6mg/kg) FA-et, a kontroll allatok, azonos mennyiségl PSS-t kaptak.

Az egereket minden éraban 84-6ran keresztlil monitoroztuk, figyelve az endotoxémia
jeleit illetve az allatok pusztulasat. Késébbi elhaldlozast a kisérleti csoportjainkban méar nem

tapasztaltunk.

Western blot

A Western blot analizishez BALB/c egereket el6kezeltink 100 mg/kg 4HQN-nal
haromszor egy nap, egy nappal az LPS injekcio el6tt (20 mg/kg). Az allatok méjat, tlidejét és
Iépét 6 draval az LPS kezelést kdvetben eltavolitottuk, folyékony N,-ben fagyasztottuk és
korabbiakban leirtak szerint (Veres et al. 2003%) foldolgoztuk.

C57BL/6 egereket el6kezeltiink 6 mg/kg FA-dal 1 éraval az LPS kezelés el6tt (20
vagy 40 mg/kg). Az allatok méjat 1.5 draval az LPS kezelést kovetGen eltavolitottuk,
folyékony Na-ben fagyasztottuk és a fentiek szerint feldolgoztuk. Az els6dleges antitesteket
4°C-on éjszakan &t inkubaltuk 1:1000 higitasban. A mésodlagos antitest torma-peroxidaz
konjugalt nyul 1gG volt. A peroxidaz jel6lést a SuperSignal West Pico Chemiluminescent

Substrate (Pierce Biotechnology, Rockford, IL) rendszerrel vizualizaltuk.

TNFa, IL-16, IL-6, IL-10 meghatérozéas

A Kisérleti allatainkat a Western blot analizisnél leirtak szerint kezeltik. 1.5 és 3
oraval az LPS kezelést kdvetéen veért vettlink, amit 0,5 6ran keresztiil szobahémérsékleten
tartottunk, hogy megalvadjon, majd 20 percig centrifugdltuk (2000xg). Tovéabbiakban a

szérumot hasznalva, beldle kilonb6zd citokinek koncentracidjat mértik. Ezen kisérleteinkben

2 Veres B, Gallyas F Jr, Varbiro G, Berente Z, Osz E, Szekeres G, Szabo C, Sumegi B. Decrease of the
inflammatory response and induction of the Akt/protein kinase B pathway by poly-(ADP-ribose) polymerase 1
inhibitor in endotoxin-induced septic shock. Biochem Pharmacol. 2003 Apr 15;65(8):1373-82.



az LPS-t 20 mg/kg (alacsony) vagy 40 mg/kg (magas) dozisban alkalmaztuk. A szérum
TNFa, IL-1B, IL-6 és IL-10 koncentracio valtozasat a Quantikine M TNFa immunoassay kit
(R&D Systems) és a IL-1pB, IL-6, IL-10 ready-set-go Kits (eBioscience) segitségével mértik.
Az ELISA-kitteket a gyartok elGirasai szerint hasznaltuk.

NF-kB és AP-1/c-Fos aktivacio

A Kkisérleti allatainkat a Western blot analizisnél leirtak szerint kezeltiik. Sejtmag
izolalasahoz maéjat, tldét és lépet vettink ki 1,5 o6rdval az LPS kezelést kdvetden, majd
homogenizaltuk kordbban leirtak szerint (Veres et al, 2003). Az NF-xB és AP-1/c-Fos
aktivacié meghatarozasat a szovetekben Trans-AM™ Transcription Factor Assay Kit-tel
végeztik (Active Motif, Rixensart, Belgium). Az ELISA-kitteket a gyartok elGirasai szerint
hasznaltuk.

MRI analizis

A kisérleti &llatainkat a Western blot analizisnél leirtak szerint kezeltiik. 6 oraval az
LPS kezelés utan az egereket uretannal (1.7 g/kg, i.p.) elaltattuk, majd egy epoxi-tartocsébe
helyeztlik, a gyulladasos vélaszt T,-stlyozott képekkel vizualizaltuk. (Az NMR-keszilek

részletes leirasat a disszertacioé tartalmazza!)

ROS meghatarozas

A primér hepatocitak médiumat dexametazonmentesre cseréltik majd a sejteket 5
mg/L LPS-sel és 50 pyg/L IFNy 6nmagaban vagy FA-del (1-100 pmol/L) kezeltik. 24 6ra
mulva 2,4-diklorodihidrofluoreszcein-diacetat oldatot adtunk a kezelt sejtek médiuméahoz
(C400, Invitrogen) 2 mg/L végsé koncentracidban. 2 dra elteltével fluoreszcens intenzitast
mértlink 485 nm excitacios és 555 nm emisszids hullamhossz mellett, Fluostar Optima (BMG
Labtechnologies, Heidelberg, Germany) készulékkel.

Nitrit mérés
A primér hepatocitdk médiumat dexametazonmentesre cseréltiik, majd a sejteket 5

mg/L LPS-sel és 50 pg/L interferon-y-val (IFNy) énmagaban vagy FA-del (1-100 pymol/L)
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kezeltuk. 24 o6ra mulva NO, koncentraciot mértink Griess-llosvay-reagenssel (1%
szulfanilamid, 0.1% naftiletiléndiamid, 5% foszforsavval) melybdl az 50 pyL médiumhoz
avval megegyezd mennyiséget adtunk, majd fényelnyelést mértink 550 nm-en Anthos 2010
(Rosys, Wiena, Austria) microplate reader készulékkel.

Gyokfogo képesség mérés

A dihidrorodaminl,2,3 redox festék oxidaciojat 10 pmol/L H,O, és 60 pmol/L
Fe?*/EDTA jelenlétében indukéltuk. A kisérletben a FA és a rezveratrol (5-100 pmol/L)
gyokfogo képességét hasonlitottuk 6ssze, fluoreszcens intenzitast mérve 494 nm excitacios €s
517 nm emisszios hullamhosszon az LS50B spektrofluoriméter (Perkin-Elmer Ltd, Budapest,

Hungary) hasznalataval.

Statisztikai analizis

Adatainkat az &tlag + é&tlag hibgja (S.E.M.) forméban prezentaltuk. Az &tlagok
Osszevetésére ANOVA-t alkalmaztunk. Néhany Kkisérleti feldllasban a kilonb6z6 LPS
koncentraciok miatt (20 mg/kg és 40 mg/kg), adatainkat ,,egytényez8s” vagy ,,tobbtényezds”
ANOVA-val vizsgaltuk Bonferroni korrekcié utan. Ha az F-teszt egyenl6tlen varianciat
mutatott, Kruskal-Wallis-tesztet alkalmaztunk. A tulélési kisérletekhez, Mantel-Cox logrank
tesztet hasznaltunk. A mért killonbségeket statisztikai értelemben szignifikansnak tekintettik,
ha P<0.05.

Konkluzié

A kisérleteinkben a 4HQN (PARP inhibitor, elhanyagolhat6 antioxidans hatéssal) és a
FA (kivalé antioxidans, melynek nincs direkt hatasa a PARP-ra) hatdsat vizsgaltuk LPS-

indukalta gyulladasos folyamatokra BALB/c és C57BL/6 egérben.

1. Kisérleteinkben bizonyitottuk, hogy a PARP aktivacio dontéen befolyasolja a
szepszis patogenezisét, illetve a PARP nuklearis enzim gatldsa jelent6sen csokkentette a
szepszis szempontjabdl legfontosabb transzkripcios faktor az NF-kB aktivaciojat a PI3K/AKkt,

ERK és p38-MAPK utvonalakon keresztil, szovetfiiggd médon.
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2. Azt taldltuk, hogy a FA, tébb polifenol mikrobidlis degradécios terméke,
antiinflammatorikus hatasu, amely hatas a JNK és Akt utvonalak szabalyozasan keresztiil, az
NF-kB transzkripcids faktor gatlasaval és gyulladasos citokinek, TNFa, IL-103, IL-6, I1L-10
szabalyozéséval valdsul meg az egérben. A FA Kkivald antioxidans tulajdonséga, amit primér
hepatocitakon és sejtmentes modellben is igazoltunk, valészinlileg dontéen hozzajarul a
gyulladascsokkentd hatashoz. Igy tehat azok a fenolsavak és —aldehidek, melyek kiilonb6z6
polifenolok degradécids termékei és jobb bioldgiai hozzaférhetéséggel ,,bioavailability”
birnak, mint az eredeti molekula, jelentésen hozzajarulhatnak az eddig az anyamolekulanak

tulajdonitott antiinflammatorikus hatashoz.

3. Eredményeink szerint a FA, egy antioxidans és a 4HQN, egy PARP-inhibitor
gatoltak az LPS indukalta gyulladdsos folyamatokat, azonban két teljesen kilénbdz6
mechanizmussal. A 4HQN gétolta a PARP enzimet, mely transzkripcids koaktivatora az NF-
kB-nek és fokozta az LPS indukalta Akt foszforilacidt, amivel még aktivabba tette ezt
citoprotektiv tulajdonsdgu Gtvonalat. Ezzel szemben a FA, val6sziniileg a ROS és RNS
molekulédk eliminaldsaval és a proinflammatdrikus JNK Utvonal gétldsan keresztil védte ki

az NF-kB aktivaciot.

4. Azt talaltuk, hogy az LPS, az Akt és JNK utvonalak aktivaciojat indukalta a
C57BL/6 egerekben, mig a BALB/c egerekben ezt az aktivaciét nem tudtuk kimutatni.
Figyelembe véve ezen kinaz utvonalak gyulladasban betdltott fontos szerepét, kisérleteink
legaldbbis részben, magyarazhatjdk a kiloénbdz6 egeértdrzsek eltérd LPS-sel szembeni

érzékenységet.

Eredmeényeink a 4HQN és a FA hatasarol LPS indukalta endotoxikus sokkban
megerdsitik az altaldnos képet az NF-xB gyulladasban betoltott szerepérél és (j
megvilagitasba helyezi azokat a komplex jelatviteli folyamatokat melyek e transzkripcids

faktor szabalyozasahoz vezetnek.
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