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reaktiv nitrogén szarmazék, ROS, reaktiv oxigén szarmazék, SAPK, stressz-aktivalt protein
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Bevezetés

Szepszis és szeptikus sokk

Az immunrendszer szabalyoz6 folyamatainak legfontosabb szerepe a szOvetek
védelme és karosodasa kozti egyensuly fenntartasa. A kilonbdz6 korokozok és klinikai
behatdsok kovetkeztében kialakuld szisztemas gyulladasos véalasz szindroma (SIRS) és a
szepszis, a gyulladasos valaszreakciok feletti kontroll elvesztésével jellemezhet6. Ebben az
esetben el6fordul6d jellegzetes Klinikai tlinetek a hiper- vagy hipotermia, emelkedett
szivfrekvencia (tahikardia) és légzésszam (tachipnea), illetve a leukocitopénia vagy
leukocitdzis. Sulyos szepszis esetében a fent emlitett tiinetek tobb szervre kiterjedd miikodési
zavarral, szisztémas hipotenzioval, metabolikus acidézissal, oliguriaval, emelkedett majenzim
szintekkel és akut elmedllapot valtozassal jarnak egyiitt. Mig a sulyos szepszis egy keveshé
akut, 30-70 %-os haldlozasi rataval biro tlinet egyttes, addig a szeptikus sokk szindroma az
alkalmazott folyadékterdpia ellenére fennall6 hipotenzidval jellemezhetd, kialakulasatol

szamitva 24-48 oran belil halallal végz6dd kardiovaszkularis sokk. A jelenleg alkalmazott



leghatékonyabb széles spektrumd antibiotikum és immunszupressziv terapia ellenére a
szepszis még mindig az intenziv osztalyokon el6forduld leggyakoribb halalokok egyike,

melyben évente 18 millié ember érintett vilagszerte.

LPS jelatvitel

Szepszisben a fertGzésre reagéld, és a szervezet velesziletett immunvélaszaban
szerepet jatszo limfocitak, monocitadk és makrofagok szabalyozatlan, fokozott valaszreakcioi
figyelhet6k meg. A kilénb6z6 immunsejtek, patogénmintazat felismerd receptoraik (PRRS)
altal, igen fontos szerepet jatszanak a korokozdk azonositdsdban. A genetikailag kddolt
receptorok (pl. toll-szer(i receptor, TLR) patogénhez kdthetd molekularis mintazatot (PAMP)
(pl. a Gram-negativ baktériumok lipopoliszacharid molekulaja (LPS)) ismernek fel. Az LPS-
koto fehérje (LBP) — LPS komplex, makrofagok és monocitdk CD14-MD2-TLR4 sejtfelszini
receptoraihoz koétédve kilonbdzd jelatviteli Gtvonalakat indukal, ugymint IkB kindz (IKK)/
nuklearis faktor (NF)-kB, mitogén aktivalta protein kindz (MAPK) és foszfatidilinozitol-3
kindz (PI-3K)/Akt Utvonalakat. Ezen jelatviteli Utvonalak szamos transzkripcios faktor (pl.
NF-kB (p50/p65), aktivator protein-1 (AP-1, c-Fos/c-Jun)) aktivalasan keresztul serkentik a
proinflammatérikus citokinek és kemokinek (tumor nekrozis faktor-o (TNF-a), interleukin-13
(IL-1pB), interleukin-6 (IL-6), interleukin-8 (IL-8), interleukin-12 (IL-12), nagy mobilitasu
csoport-1 (HMGB-1) sth.) termel6dését, fokozzak a ciklooxigenaz-2 (COX-2) és indukalhat6
NO-szintaz (iNOS) expresszidjat es kulonbdzd sejtadhéziés molekuldkat (intercellularis
adhézios molekuldk (ICAM), endotél-leukocita adhézios molekuldk (ELAM, E-szelektin),
platelet endotél sejt adhézios molekula-1 (P-szelektin), vaszkularis sejt adhézidés molekulak
(VCAM)) aktivalnak. A COX és INOS enzimek megndvekedett expresszidjanak
eredményeképpen reaktiv oxigén szarmazekok (ROS) és nitrogén-monoxid (NO) képzddik,
melyek a termel6dott gyulladasos citokinekkel és adhézids molekuldkkal egyitt az endotél és
epitél sejtek folyamatos stimulécidjat okozva, Ujabb NF-kB aktivalodast idéznek el6. Ez a
pozitiv visszacsatolasi rendszer az immunvalaszt felerdsitve szisztémas gyulladashoz, endotél

funkciézavarhoz és szervi karosodashoz vezet.

MAPK jelatvitel, MKP-1

A MAPK utvonalak, ugymint extracellularis szignal-regulalt kindz (p42/44 MAPK
vagy ERK1/2), p38 kinaz és stressz-aktivalt protein kinaz/c-Jun N-terminalis Kkinaz
(SAPK/JNK) fontos szerepet jatszanak a szervezet immunreakcioiban. A citoszolikus,

nuklearis vagy mitokondrialis kompartmentekben jelenlévé MAPK-okat MAPK kindzok



(MAPKK), azokat pedig a MAPKK kinazok (MAPKKK) aktivaljak. Mig a MAPK-ok
aktivaciodja a patogének eliminalasara iranyulé immunvalasz fenntartasaban vesz részt, tulzott
aktivaciojuk sejt- és szovetkarosodashoz vezethet. Ezen Utvonalak gatlasaval lehet6ség nyilik
az immunreakciok erésségenek és idébeni lefutasanak szabalyozéaséara, igy a karosodas
megakadalyozéasara. A MAPK foszfatazoknak (MKP) kdzponti szereplk van a velesziletett
immunvélasz féken tartdsdban, igy a fert6zés okozta szeptikus sokk szindréma
megel&zésében. EmIGs sejtekben a MKP-ok, vagy mas néven kettés specificitasu (tirozin és
szerin/treonin)  protein  foszfatazok (DSP) felel6sek els6sorban a MAPK-ok
defoszforilacidjaért, azaz deaktivaciojaért. EmlGs sejtekben jelenleg 11 MKP-t azonositottak,
melyek kozil az els6ként felfedezett MKP-1 bir MAPK-szelektiv foszfataz aktivitassal. Az
MKP-1 tehat egy alapvet6 negativ szabalyozo funkciot betolté fehérje, mely a gyulladasos
véalasz sordn a MAPK-ok gatlasan keresztil csokkenti a proinflammatdrikus citokinek

mennyiségeét.

Transzkripcids faktorok és citokinek

Az NF-kB transzkripcids faktor szamos gén aktivitasanak szabalyozasaval vesz részt a
fert6zés kovetkeztében fellép6 gyulladdsos vélaszban. Az LPS molekula TLR-hoz vald
bekotddése kilonbdzd intracellularis jelatviteli dtvonalakat indit be, melyek végezetil NF-kB
és AP-1 aktivalodast okoznak. Ezen transzkripcids faktorok proinflammatérikus citokineket,
kemokineket és adhéziés molekuldkat (pl. TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, ICAM-1, E-
szelektin, P-szelektin, VCAM-1 and HMGB-1) kddold génekhez kétédve serkentik azok
expresszidjat.

A TNF-a és az IL-1B, mint a szervezet immunvalaszanak korai mediatorai, részleges
szerepet jatszanak a szeptikus sokk alatt kialakuld szervi elégtelenségekben. Plazma
koncentracidjuk percekkel a fertézést kovetéen megemelkedik, de 3-4 o6ra elteltével, a késdi
fazisban (sulyos szepszis) szintjilk a detektalhatd hatér ala stllyed. A TNF-o-nak jelentds
jeler6sitd funkcidja is van, hiszen autokrin és parakrin méddon aktivalva mas makrofag és
monocita sejteket, azok Ujabb proinflammatdrikus citokin termelésével hozzajarul a
gyulladdsos folyamat fokozddéasédhoz. Ellentétben a fent emlitett citokinekkel, az IL-10
mennyisége a szepszis késbi fazisdban ndvekszik meg, vélhet6en ily modon hozzajarulva az

immunvalasz mérsékléséhez.



ROS termel6dés a gyulladasban

A gyulladasos folyamatok mellett az oxidativ stressznek is fontos szerepe van a
szepszis patomechanizmusaban. Endotoxémidban a képz6dott reaktiv oxigén €és nitrogen
szarmazékok (ROS/RNS) a sejtkarosito folyamatok fontos mediatorai. Gyulladasban az iNOS
expressziojanak novekedése fokozott NO termel6déshez vezet, mely stabil termékekké,
nitritté és nitrattd alakul at. Reaktiv oxigén szarmazékok a sejtek normal anyagcseréje soran is
keletkeznek pl. a mitokondrium légzési lanca mentén, az arachidonsav metabolizmus alatt,
vagy a Xxantin-oxidaz és NADPH-oxidaz reakcidkban. A megndvekedett ROS és RNS
membranlipid peroxidaciot, fehérje oxidaciot és DNS torést okoz, mely folyamatok a
membran fluiditds megvaltozasahoz, sejtintegritds megsz(inéséhez, a sejtek energia szintjének
csOokkenéséhez és vegso soron sejt és szdvet roncsolodashoz vezetnek. Ezenfellil az oxidativ
karosodas szamos korkép patogenezisében jelent6s szerepet jatszik, Ugymint
neurodegenerativ (pl. Alzheimer kor) es kardiovaszkularis megbetegedések, szepszis és
szeptikus sokk.

Védekez6 mechanizmusaik kifejlesztésével, az aerob szervezeteknek lehet6siik nyilt a
ROS termelés és az antioxidans rendszer kozti megfelelé egyensuly megteremtésére. Ez az
antioxidans rendszer szdmos olyan enzimet tartalmaz (Ggymint szuperoxid-dizmutaz (SOD),
katalaz (CAT), glutation-peroxidaz (GSHPXx), és glutation-reduktaz (GSSGR)), amelyek a
szuperoxid gyokok és a hidrogén-peroxid befogasaval, illetve azok kevéshé reaktiv
molekulakka tortén6 atalakitasaval fejtik ki véd6 hatdsukat. A szervezetben ezeken kivil
létezik egy nem-enzimatikus védelmi vonal is, melynek tagjai pl. a C- vagy E-vitamin,
glutation és a karotinoidok. Ezekr6l az antioxidansokrdl leirtdk, hogy amellett, hogy
csokkentik a sejten bellli szabadgydkok termel6dését, in vivo és in vitro gatoljak az NF-kB
transzkripcids faktor aktivitasat. Ezen eredmenyek azt sugalljak, hogy az antioxidansoknak a
reaktiv. gyokok eliminadlasan kival, jotéekony hatasuk lehet kulonb6z6 gyulladasos

folyamatokban, pl. szepszisben is.

Polifenolok

Szamos, a mindennapi étrendlink részét képez6 névény vagy névényi szarmazék (pl.
gabonafélék, bogyos gylimolcsok, hivelyesek, tea, sor, sz616/bor, oliva olaj, csokoladé/kakao,
dié- és mogyorofélék, fliszerek) tartalmaz polifenolokat. Ezen vegyuleteket, mint természetes
antioxidansokat, a névények a baktériumok és gombak elleni védekezés részeként termelik.
Jelenleg is igen nagyszamu tradicionalis medicinaban alkalmazott, illetve egeészséges

ételekben el6forduld vegyilet (pl. rezveratrol, kurkumin, katekinek) gyulladasgatlé hatasat



vizsgaljak klinikai alkalmazés céljabol. Habar felszivddasuk, bioldgiai hasznosulasuk és
metabolizmusuk nem teljesen ismert, ugy tlnik, hogy bizonyos polifenolok nativ vagy
maodositott formaban torténd felszivodasuk utan, jelentds bioldgiai aktivitassal rendelkeznek.

Igazoltnak latszik, hogy az egészséges ételek bioaktiv komponensei (pl. kurkumin,
rezveratrol, kapszaicin, katekinek, vitaminok, béta karotin, novényi rostok) képesek
megfékezni a gyulladasos folyamatokat, megvaltoztatjak a sejtek jelatviteli Utvonalait,
befolyasoljdk a sejtek o0sztOdésat, apoptozisat és redox egyensulyat, illetve sok esetben
hatasosak lehetnek neurodegenerativ és kardiovaszkularis megbetegedésekben vagy éppen a
rak elleni kiizdelemben. A polifenolok antiinflammatorikus hatasukat tobb szinten, a MAPK,
Akt és NF-kB utvonalak mddositasaval, gyulladasos citokin és kemokin termel6dés
gatlasaval, és a COX és INOS gének elnyomasan keresztil, a ROS és RNS produkcid
csokkentésével fejtik Ki.

A polifenolok gyenge vizben val6 oldhatésaga miatt szamos kétely merdlt fel arra
vonatkozdan, hogy alacsony bioldgia hasznosuldsuk miképp magyardzza a Kkivalo
farmakoldgiai hatadsukat. A legijabb tanulmanyok, melyek szerint az egészséges ételekben
el6forduld polifenolokat a belflora baktériumai kismolekulaju, vizoldekony, kdnnyebben
hasznosulé fenolsavakka és fenolaldehidekké bontjék le, megerdsitik annak a valdszin(iségét,
hogy inkabb ezek a metabolitok felelések az eredeti polifenoloknak tulajdonitott
antiinflammatorikus hatasért. A ferulaldehid (FA) is egy, a polifenolok lebomlasa soran
keletkezd vegyilet, melyet vords bor és csokoladé elfogyasztasa utan nagy koncentracioban
mutattak ki vizeletben. Oxidalt alakjarol, a ferulsavrél (4-hidroxi-3-metoxi fahéjsav) azt is
leirtdk, hogy mas antioxidansokhoz (pl. C-vitamin) képest hosszabb ideig marad a
véraramban, igy a bioldgiai hasznosuldsa minden eddig vizsgalt flavonoid vagy monofenolos
vegyuleténél magasabb foku.

A ferulsav és a FA a sikiméat dtvonalon képzddik a ndvényi fenilalanin és tirozin
metabolizmus termékeként. A ferulsav antioxidans potencidlja molekularis felépitésében
rejlik; harom jellegzetes szerkezeti egysége (a benzol gydr( 3-metoxi és 4-hidroxi csoportjai,
illetve a karboxil csoport) felel6és a szabadgyokfogo tulajdonsagaert. A ferulsav részben
kivalo antioxidans és gyulladasgatlé sajatsagainak kdszonhetéen terapids hatastnak bizonyult
szdmos betegseg, peldaul rék, diabétesz, kardiovaszkularis, gyulladasos és neurodegenerativ
korképek kezelésében. A ferulsav és a FA szerkezeti sajatsdgaiban nagyban hasonlitanak
egymashoz, csupan egy funkcids csoportban kilénboznek. A nagyfoku felépitésbeli egyezés,

illetve a koénnyen karboxil csoporttd oxidalodd reaktiv aldehid csoport jelenléte miatt



feltételezhet6, hogy a FA a ferulsavhoz hasonlo, vagy talan még jobb bioldgiai aktivitassal
birhat.

Célkitlizések

1. A legljabb in vitro Kisérleteken alapuld tanulmanyok meger6sitették annak a
valdszinliségét, hogy a tradiciondlis medicinaban hasznalt és egészséges ételeinkben
eléfordul6 polifenolok antiinflammatérikus hatasért nem annyira 6k maguk, mint inkabb a bél
bakteriumfloraja altal, bel6lik képz6dd kismolekuldju, vizoldékony metabolitok felelGsek.
Ezen hipotézis in vivo bizonyitasara els6 célkitlizésunkben LPS-indukalta szeptikus sokk
modellben, egeérben, illetve LPS- és interferon-y (IFN-y)-aktivalt primer hepatocitdkon
vizsgéltuk egy polifenol degradécids végtermék, a ferulaldehid hatdsat. Tovabbi célunk volt
olyan jelatviteli Gtvonalak, transzkripcids faktorok és gyulladasos citokinek azonositésa,

melyeken keresztll a FA kifejtheti antiinflammatorikus hatasat.

2. In vivo Kisérleteink azt mutattak, hogy a vizoldékony polifenol degradacios
végtermék ferulaldehid, antiinflammatdrikus hatasat a gyulladas korai fazisaban fejtette ki.
Mivel a makrofagok azok a sejtek, melyek a szervezet els6 védelmi vonalakent reagalva a
fert6zesre, kiemelked6en fontos szerepet jatszanak a korai gyulladasos valasz kialakitasaban,
ezért maésodik célkitlizésiink az volt, hogy megvizsgéljuk a ferulaldehid jelatviteli
folyamatokra gyakorolt hatasat LPS-indukalta RAW 264.7 makrofag sejteken.

3. Szamos Kkisérlet igazolja, hogy LPS és oxidativ stressz hatdsara a MAPK-ok
aktivalddnak. Defoszforilacidjukért és deaktivaciojukért réeszben az MKP-1 felels, amely ily
maodon jelent6s negativ szabalyozd szerepet tolt be az LPS hatasara bekdvetkezd termeészetes
immunvalaszban. Ezen tények alapjan harmadik célkit(izéstink az volt, hogy fényt deritsiink
az MKP-1 korai gyulladasos folyamatokban betoltott szerepére RAW 264.7 makrofag

sejtvonalon.

4. VVégezetul, mivel az in vivo és in vitro kisérleti rendszereink szdmos tekintetben
eltérnek egymastol, elsésorban a MAPK-okra fokuszalva megvizsgaltuk és 6sszehasonlitottuk

a kulénbdz6 modelljeink jelatviteli Gtvonalait.



Eredmények

A ferulaldehid csokkentette az egerek LPS-indukéalta mortalitasat

In vivo modelleinkben a FA-et 6 mg/testsily kg dozisban, az LPS-t pedig két
kilénb6z6 koncentracidban alkalmaztuk; 20 mg/testsaly kg-ban (szubletélis, alacsonyabb) az
LPS molekularis mechanizmusénak vizsgalatara és 40 mg/testsuly kg-ban (letalis, magasabb)
a tulélési kiserletekben. Tulélési tesztinkben a magasabb LPS ddzis hasznélata (40
mg/testsaly kg, i.p., LPS csoport) 36-48 dran belul az allatok 80%-0s elpusztulasat
eredményezte. Abban az esetben, amikor a C57BL/6 tipusu egereket az LPS beadasa el6tt 1
oraval ferulaldehiddel kezeltik, majd ezt minden 12. Ordban megismételtik (LPS+FA
csak fizioldgids sooldatod kaptak. 36-48 Ordval az LPS beinjektaldsa utdn az LPS+FA
csoportban 70%-os tulélést tapasztaltunk, szemben az LPS csoport 20%-os tulélésével. Habar
a ferulaldehid végil (100 éraval az LPS kezelés utdn) nem tudta megakadalyozni az egerek
LPS-indukalta inflammatodrikus valaszt eés oxidativ stresszt. A ferulaldehid védd hatasa tehat
sokkal kifejezettebb volt az LPS-kivaltotta szeptikus sokk korai szakaszaban, mint a késébbi
sulyos szepszisben. A ferulaldehid kezelés 6nmagaban nem okozott semmiféle kéarosodast

vagy elvaltozast az egerekben, mint ahogy tulélésuket sem befolyésolta.

A ferulaldehid in vivo gatolta az LPS-indukalta gyulladasos valaszt

Az LPS-indukalta endotoxikus sokk in vivo detektalasara MR képalkot6 technikat
alkalmaztunk. A kontrol, LPS és LPS+FA csoportokba tartozo egerek T2-sulyozott felvételeit
az LPS beadasat kovet6 6. Oraban készitettik. Ezek alapjan megnévekedett jelintenzitast
(gyulladas) tapasztaltunk az LPS-kezelt allatok hasiliregének alsé régidjaban, féleg a lateralis
szubkutan részeken, a belek kozotti terlileteken, illetve a vesek kozott. Ezzel szemben az
LPS+FA csoport egereinek T2-sUlyozott képei hatarozottan kisebb jelintenzitast mutattak,
mely az inflammatorikus véalasz szignifikans csokkenésére wutal. Az ©nmagaban
ferulaldehiddel kezelt allatok T2-sulyozott felvételei alapjaban véve nem kulénboztek a

kontrol csoportétol.



A ferulaldehid csokkentette az LPS-indukéalta TNF-a, és IL-13 termel6dést, nem volt
hatéssal az I1L-6 mennyiségi valtozasara, viszont fokozta az IL-10 produkciot az egerek
szérumaban

Szémos publikacioban taldlunk utaldst a TNF-o, IL-1p és IL-10 citokinek kozotti
Osszefiiggésre, mig az IL-6 gyulladasos valaszban betoltott szerepével kapcsolatban
ellentmondésosak az informéciok. LPS-indukalta endotoxikus sokk modelliinkben még az
alacsonyabb (20 mg/testsuly kg) LPS koncentracio alkalmazasa is — mely a talélési tesztben
az egerek kismérték( elhullasat okozta — jelentés proinflammatdrikus citokin termelést
eredményezett. Ezek mennyiségét a kontrol, LPS-, LPS+FA- és FA-kezelt egerek szérumabdl,
1,5 és 3 dréaval az LPS beadésa utan mértiik enzim-kapcsolt immunosorbent assay (ELISA) kit
segitségével. Eredmenyeink, melyek szerint a FA nem befolyasolta az LPS-indukalta I1L-6
szint emelkedéset azt sugalljak, hogy az alkalmazott egér szeptikus sokk modelliinkben a FA
nem az IL-6 koncentracidjanak modositasan keresztil fejtette ki antiinflammatorikus hatasat.
Mindemellett azt tapasztaltuk, hogy a FA nemcsak a proinflammatérikus TNF-a és 1L-13
szintjeit csokkentve, hanem az antiinflammatorikus 1L-10 mennyisegét is emelve, jelentdsen

csillapitotta az LPS hatasara bekovetkez6 in vivo gyulladasos valaszt.

A ferulaldehid gatolta az LPS+IFN-y-indukalta NO2" és ROS termel6dést primer
hepatocitadkban

A reaktiv oxigén és nitrogén gyokok eliminalasa vagy keletkezésuk géatlasa
meérsékli a szervezetben a gyulladas okozta kdrosodasokat. Mivel kordbbi vizsgalatainkban,
részben a hepatocitdk ROS és NO termelésének kdszdnhetden, az LPS-kezelt egerek majaban
jelentds patologiai elvaltozasokat figyeltink meg, tovabbi kisérleteinket primer
hepatocitakon folytattuk. A FA LPS+IFN-y-indukéalta NO2™ és ROS termelésre kifejtett
hatasat 24 0Ords inkubacio utan, a sejtek mediumabol mértiik Griess reagens, illetve egy
fluoreszcens redox festék hasznéalatdval. A majsejtek maximalis aktivacidja érdekében az
5mg/L LPS kezelést 50 pg/L IFN-y-nal kombinaltuk. A 24 érés inkub&cios periodus alatt, az
LPS+IFN-y kezelés hatasara bekovetkez6 megemelkedett ROS és NO,™ termelddést a FA 50
umol/L  koncentracidban alkalmazva teljesen megsziintette. A FA a legmagasabb
koncentracidban (100 pumol/L) a ROS mennyiségét kontrol szint ald, a NO,” mennyiségét

pedig a kontrol szintjére csokkentette.



A ferulaldehid gatolta az LPS-indukalta NO2™ és ROS termel6dést RAW 264.7
makrofagokban

A makrofagok, a szervezet immunrendszerének els6 védelmi vonalaként,
proinflammatérikus citokin-, reaktiv oxigén- és nitrogéngyok termelésiikkel, kiemelked&en
fontos szerepet jatszanak a patogének eliminalasaban. Ezek alapjan Griess reagens, illetve egy
fluoreszcens redox festék hasznalatdval meghataroztuk a FA LPS-indukélta NO és ROS
termel6désre kifejtett hatasat RAW makrofag sejtekben. A ROS és NO képzddést 24 oOrés
100ng/ml LPS kezeléssel idéztik el6, mely ezen Kkisérletes feldllasban nem bizonyult
ciotoxikusnak. Hasonléan a primer hepatocita modellben kapott eredményekhez, a FA
koncentracid-fliggéen csokkentette az LPS hatasara megnovekedett reaktiv oxigén és nitrogén
gyokok mennyiségéet. Mivel az 50 pM-os FA az LPS-indukalta ROS mennyiségét kontrol
szint ala, a nitrit mennyiségét pedig a kontrol szintjére csokkentette és ez koncentracio
hozzavet6legesen megfelelt az in vivo kisérletekben alkalmazott 6 mg/testsuly kg-nak, ezt az

50 uM-os FA koncentraciot hasznaltuk a tovabbi in vitro modelleinkben.

A ferulaldehid megvédte a mitokondrialis membran potencidlt RAW 264.7
makrofagokban

A szabadgyokok képzédésének egyik f6 forrdsa a mitokondriélis 1égzési lanc. A
megemelkedett intracellularis ROS szint a mitokondridlis membranpotencial (A¥m)
Osszeomlasahoz vezet, ami Ujabb ROS produkciét eredményez. Kisérleteinkben a AWm
valtozasat egy sejt-permeabilis, feszlltség-érzékeny, fluoreszcens mitokondrialis festék, a JC-
1 segitségevel vizsgaltuk. A JC-1 festéek 488 nm-es fénnyel gerjesztve, mitokondrialis
membran depolarizacid esetében z6ld, normal mitokondrialis membranpotencial mellett pedig
piros fényt emittal. Aramlési citometriai analizist alkalmazva azt talaltuk, hogy a 100 ng/ml
LPS kezelés, minden vizsgalt (5, 10, 30, 60 perc) id6pontban mitokondrialis membran
depolarizaciot okozott, amelyet a FA sikeresen megsziintetett. A makrofag sejteket ezutan
fluoreszcens mikroszkoppal tovabb vizsgéltuk és 30 perces 100 ng/ml LPS hozzdadasa utan, a
mitokondrialis membran depolarizacid jeleként zold fluoreszcenciat tapasztaltunk. A FA 50
KuM-os koncentracidban fenntartotta az eredeti AWm-t, amelyre a mitokondriumban megjelend
J aggregatumok piros fluoreszcencigja utalt. A FA LPS-indukalta mitokondrialis membran
depolarizaciora gyakorolt védd szerepe is ramutat a mitokondriumok integritasanak

fontossagara a korai gyulladasos valaszban.
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A ferulaldehid negativan szabalyozta az LPS-indukalta JNK és Akt foszforilaciot,
valamint az NF-kB aktivaciot majban

Az LPS CD14/TLR4/MD2 komplexhez valo kotédése kulonbozé jelatviteli
utvonalakon keresztil (pl. MAPK, Akt, AP-1 és NF-xB aktivalds) szisztémas
szOvetkarosodashoz vezet. Ezen tények alapjan el6szor LPS-kezelt egerek méajaban vizsgaltuk
a FA MAPK, Akt es NF-kB utvonalakra kifejtett hatasat. Kiserleteinkben 1,5 oraval az LPS
beadasa utan, Western-blot technikaval mértik a JNK, ERK1/2, p38 MAPK-ok és az Akt
foszforilacidjat a kontrol, LPS-, LPS + FA- és FA-kezelt egerek majabdl. LPS hatasara a p38
MAPK Kkivételével az dsszes kindz foszforilacioja, azaz aktivacidja megnovekedett, melyet a
FA a JNK és az Akt esetében szignifikdnsan mersékelni tudott. Kisérleti modelliinkben a FA
6nmagaban nem befolyasolta egyik kindz foszforilaciojat sem.
transzkripcids faktor assay segitségével mértik kontrol, LPS-, LPS + FA- és FA-kezelt egerek
majabol. A kontrol majhoz viszonyitva, az LPS-kezelt &llatok méajaban kdzel négyszeres NF-
kB aktivaciot tapasztaltunk, mig az LPS + FA-kezelt egerek majaban az NFxB aktivacidjanak
és nukleéris transzlokacidjanak jelentés merték( csokkenését figyeltik meg. Kisérleti

modelliinkben a FA énmagaban nem befolyasolta az NFxB aktivaciojat.

A ferulaldehid megsziintette az LPS-indukalta MAPK-ok foszforilacidjat RAW 264.7
makrofagokban

Annak érdekében, hogy kideritsiik, hogy a MAPK-ok milyen szerepet jatszanak a FA
ved6é hatasaban RAW makrofagokban, a p38, ERK1/2 és JNK foszforilacidjat
foszfospecifikus els6dleges antitestekkel Western-blottal hataroztuk meg a kontrol, LPS-, LPS
+ FA- és FA-kezelt sejtek médiumabol, 10 és 30 perces LPS-kezelést kovetden. LPS hatasara
az Osszes kinaz foszforilacidja, azaz aktivacioja, a 10 perces JNK Kkivetelével, mindkét
vizsgalt idépontban megnovekedett, amit a FA csokkenteni tudott. A FA 6nmagaban nem

befolyéasolta a MAPK-ok foszforilacidjat.

A ferulaldehid az MKP-1 expresszidjanak fokozésan keresztul szabélyozta az LPS-
indukélta MAPK aktivéaciot

Az MKP-1-r6l leirtak, hogy képes a MAPK-ok defoszforilacidjara, tovabba jelentds
negativ szabalyozO szerepet tolt be az LPS altal kivaltott velesziletett immunvalaszban.

Emellett intraperitonealis makrofagokban 60 perces LPS kezelést kovet6en, egyidejiileg a
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MAPK-ok  foszforilaciojanak  csokkenésével, MKP-1  aktivaciot mutattak  ki.
Munkacsoportunk viszont, az MKP-1 gyors felezési idejének ismereteben, a korai (10 eés 30
perces) LPS és FA kezelés MKP-1 expressziojara gyakorolt hatasat vizsgalta. Ellentétben a
korabbi megfigyelésekkel, melyek szerint az LPS folyamatosan képes fokozni az MKP-1
expresszidjat, Q-RT-PCR eredményeink azt mutattak, hogy 10 perces 100ng/ml LPS kezelést
kovetben az MKP-1 mRNS szintje a kontrol érték felére stillyedt, majd 30 perces LPS kezelés
utdn megnovekedve, Gjra elérte azt. A FA a 10 perces LPS hatdsara bekdvetkez6 MKP-1
MRNS szint csokkenést megakadalyozta, és emellett 6nmagaban, illetve 30 perces LPS
kezeléssel kombinaltan alkalmazva, az MKP-1 mRNS expresszidjat jelentésen megemelte. Az
MKP-1 mRNS expresszidja mellett Western-blottal vizsgaltuk a fehérje mennyiségét is,
amely késleltetve korrelalt a mRNS szintvaltozasokkal. Nevezetesen, 30 perces 100ng/ml
LPS kezelést kovetéen az MKP-1 fehérje koncentracidja csokkent (mely FA adéséval
megel6zhetd volt), majd 60 perc utdn megemelkedett. Eredményeinket 0Osszegezve
elmondhatjuk, hogy a MAPK-ok aktivaciojat kbovet6 MKP-1 expresszid novekedésnek talan
kompenzald szabalyozd szerepe lehet. A FA-r6l pedig elmondhatd, hogy azzal, hogy
el6rehozta és segitette ezt az emelkedését, jelentés szerepe van a MAPK-ok aktivaciojanak

csokkentésében.

A ferulaldehid gatolta az LPS-indukalta NF-kB aktivaciot RAW 264.7 makrofagokban
A megemelkedett ROS produkcio és MAPK aktivacio végsé soron az NF-kB magba
torténé  transzlokécidjahoz vezet. Kiserleteinkben vizsgaltuk, hogy RAW 264.7
makrofagokban az LPS és a FA MAPK-okra gyakorolt hatdsa korrelal-e az NF-kB
aktivacidjaval. Az NF-kB aktivaciojat egyrészt 10 perces 100 ng/ml LPS kezelést kovet6en a
p65 alegységeének foszforilaciojaval, Western-blottal, méasreszt 24 éras 5 és 50 ng/ml LPS
hataroztuk meg. Eredményeink azt mutatjak, hogy még az 5 ng/ml LPS is egy drasztikus NF-
KB aktivaciot okozott, amelyet 50 uM FA csokkenteni volt képes. A FA dénmagaban nem

befolyasolta az NF-kB aktivaciojat.

A ferulaldehid direkt szabadgyokfogé aktivitasa

Miutan kisérleteinkben azt talaltuk, hogy a FA mind LPS és IFN-y-kezelt primer
hepatocitakban, mind RAW makrofagokban csokkentette az NO,” és a ROS termelddeést,
megvizsgaltuk, hogy antioxidans tulajdonsaga ezen szabadgyokfogd aktivitasanak

kdszonhetd-e. A ferulaldehid direkt szabadgyokfogo aktivitasat egy fluoreszcens redox festék,
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a dihidrorodamin 123, H,0O.-indukalta oxidacidjaval teszteltik egy sejtmentes in vitro
rendszerben. A ferulaldehid, 5-100 pmol/L koncentracioban alkalmazva, koncentracio-fliggo
maodon csokkentette a festék oxidaciojat és szabadgyokfogd aktivitadsa az ismert antioxidans
resveratroléval volt kozel azonos. A resveratrol irodalombdl ismert citokin profilra, NF-kB
transzlokaciora és kindz jelatvitelre kifejtett hatdsai nagyon hasonlonak bizonyultak a
ferulaldehid hatésaihoz, tovdbba kisérleteinkben kimutattuk, hogy a FA természetes
komponensként vagy lebomlasi  végtermékkeént, a resveratrollal  6sszemérhet6

koncentracioban talalhaté meg a vorosborban.

Konkl(zio

1. In vivo kisérleteinkben azt taldltuk, hogy a ferulaldehid, mely szamos polifenol
vegyllet mikrobidlis végtermékeke, antiinflammatérikus hatasat egyrészt az LPS-kezelt
egerek szérumaban mért korai proinfammatorikus citokinek (TNF-a, IL-1B) szintjenek
csokkentésével, mésrészt az antiinflammatorikus IL-10 mennyiségének fokozasaval fejtette
ki. Ezenfelll, a FA gatolta az LPS-indukalta NF-kB transzkripcids faktor aktivitasat az egerek
majaban. Adataink alapjan feltételezhetjiik, hogy ezen hatasok az LPS-indukéalta JNK és Akt
aktivacio csokkentésének koszonhet6ek. Tovabba a FA mérsékelte a ROS és RNS képzddést
LPS és IFN-y-kezelt egér primer hepatocitakban, mely hatdsok varhatéan szintén
hozzajarulnak a FA gyulladascsokkentd tulajdonsagahoz. Ezen eredményeink szolgéltatjak az
els6 in vivo bizonyitékot arra, hogy a polifenolok egy vizoldékony lebomlési terméke felel@s,
vagy legalabbis szignifikansan hozzajarul a polifenol tartalm( egészséges ételek, természetes

termékek és tradiciondlis gyogyszerek gyulladascsokkenté hatasahoz.

2. Makrofag modellinkben azt talaltuk, fogy a ferulaldehid csokkentette a ROS és
RNS képzOdést és megvédte a mitokondriumokat az LPS-indukélta gyors és nagymértékdi
membran depolarizaciotol, amely jelzi a mitokondriumok integritasanak fontossagat az korai
gyulladasos vélaszban. Ezenkivil, a FA, az NF-kB gatlasan keresztul csokkentette a JNK,
ERK és p38 MAPK-ok aktivaciojat LPS-kezelt RAW 264.7 sejtekben.

3. In vitro modelliinkben, ellentétben a korabbi megfigyelésekkel, melyek szerint az

LPS folyamatosan képes fokozni az MKP-1 expressziojat, azt talaltuk, hogy az LPS az MKP-

13



1 szintjének korai csokkenését indukalta, amely egyitt jart a MAPK-ok aktivaciojaval.
Tovabbéa kimutattuk, hogy a FA azaltal, hogy el6rehozta az MKP-1 mRNS expressziojanak és
fehérje mennyiségének a ndvekedését, jelentés szerepet jatszik a MAPK-ok aktivaciojanak
csokkentésében makrofag sejtekben. Ezen adatok egyértelm(en jelzik az MKP-1 expresszid
szabalyozédsanak fontossagat, illetve felvetik ezen molekula potenciélis terapids target

szerepét a korai gyulladasos folyamatokban.

4. Az ugyanazon LPS molekula hatasara beinduld jelatviteli mechanizmusok az egerek
majaban és a makrofag sejtekben eltérd kinaz aktivaciés mintazatot mutattak. Kimutattuk,
hogy az egerek majaban a FA géatolta az LPS-indukélta JNK aktivéciot, de nem volt hatassal
az ERK1/2 és p38 MAPK dutvonalakra. Ellentétben az in vivo modelllinkkel, makrofag
sejtekben a FA, a 10 perces ERK1/2 Kkivételével mindharom MAPK LPS-indukélta
aktivaciojat csokkentette, ami felveti a makrofagokban az LPS hataséara bekovetkez6 MAPK
aktivacio egységes szabalyozédsanak lehetGségét. Ezen eltér§ eredmények az alkalmazott
gyulladdsos modellek kilonb6z6ségébdl, illetve az LPS-indukalta folyamatok sejt- és szovet-
specificitasabol adodhatnak. A makrofagok, a szervezet patogénekkel szembeni els6 védelmi
vonalaként, intenzivebb behatdsoknak vannak kitéve, igy egy er6sebb védekezési vélaszt
generélnak a kérokozok eliminalasara. Ezzel ellentétben a méaj, amely az in vivo kisérleteink
célszerve volt, a kiilonb6z6 bakterialis fertézéseknek target szerveként a patogénekre egy mas

tipusu védekezési valasszal reagal.
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