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Roviditések jegyzéke

Ac-DEVD-AMC: acetil-Asp-Glu-Val-Asp-7-amido-4-metilkumarin
AHR: aromés szénhidrogén receptor

Akt: protein kindz B

AMPK: AMP-aktivalt-protein-kinaz

Apaf-1: apoptozis proteaz-aktivator faktor

ARNT: aromés szénhidrogén receptor nuklearis transzlokéator
ATG: ,,autophagy-related” gén

BAP: benzo(a)pirén

BH: Bcl-2 homoldg

BIR: ,,baclovirus IAP repeat”

CAD: kaszpaz aktivalta DNaz

CARD: ,,caspase activation and recruitment domain”
Cyt-C: Citokrom-C

DCFDA: klorometil-dikloro-dihidrofluoreszcein-diacetat
DED: ,,death effector domain”

DISC: ,,death-inducing signaling complex”

DMSO: dimetil-szulfoxid

elF2a: eukaridta transzlacios iniciacios faktor 2 a-alegysége
eNOS: endotelialis nitrogén-monoxid szintaz

Osztr: 6sztradiol

FBS: fotalis borju vérszerum

FADD: Fas-asszocialt halaldomén
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Fulv: fulvesztrant

GSH: glutation

H>0>: hidrogén-peroxid

HE: hidroetidin

HO-1: hemoxigenaz-1

HUVEC: humén kéldokvéna endotél sejt

IAP: apoptdzis inhibitor protein

ICAD: kaszpaz aktivalta DN&z inhibitor

ICso: félmaximalis gatlo koncentracio

INOS: indukalhaté nitrogén-monoxid szintaz
JNK: Jun N-terminalis kinaz

Klor: klorokin

LC3: mikrotubulus-asszocialt protein 1 kdnnyi lanc 3
LDH: laktat-dehidrogenaz

LOX1: lektinszer(i oxidalt-lipoprotein receptor
MAPK: mitogén-aktivalta protein kinaz
MOMP: mitokondrium kiilsé membran permeabilizacio
mTOR: ,,mammalian target of rapamycin”
MTORC1: mTOR komplex 1

NAC: N-acetilcisztein

NAD: nikotinamid-adenin-dinukleotid

NF-kB: nuklearis faktor-kappa B

NO: nitrogén-monoxid
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NuMa: ,,Nuclear Mitotic apparatus protein”
ORP150: oxigen-regulalt-protein 150
PARP: poliADP-rib6z polimeraz
PBS: foszfattal pufferelt sdoldat
PGC-1a: peroxiszoma proliferator aktivalt receptor gamma koaktivator-1a
PI13K: foszfatidilinozitol-3-kinaz
PAS: preautofagoszomalis struktira
PVDEF: polivinilidén-fluorid

Rapa: rapamicin

RIPA: radioimmunprecipitacios assay
REZ: rezveratrol

ROS: reaktiv oxigén gyokok

SAPK: stresszaktivalt proteinkinazok
SzM: szérum-megvonas

SDS: natrium-dodecil-szulfat

SIRT: sirtuin

SOD: szuperoxid-dizmutaz
SQSTML1: “sequestosome 1”

Tam: tamoxifen

TBST: TRIS-szel pufferelt sooldat
TEMED: tetrametilén-diamin

TMF: trimetoxiflavon

TNF: tumornekrézis-fakor
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TRADD: TNF-R1-asszocialt halaldomén
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1. Bevezetés
1.1 Rezveratrol

1992 ota, amikor is Siemann és Creasy kimutattdk jelenlétét a vorosborban (1), a
rezveratrol az élettani és biokémiai kutatdsok kozkedvelt targyava valt. A vegyilet
szamos novényben, de legnagyobb mértékben a kék sz616 héjaban és magvaiban talalhato
meg. Elény0s hatasait jo néhany korral jar6 degenerativ megbetegedés esetében leirtak
mar, igy tobbek kozott ismert kardioprotektiv (2), neuroprotektiv (3, 4), antioxidans (5),
gyulladascsokkent6 (6, 7), tumorellenes (8, 9), 6regedés-gatld (10) és sejtvédo hatasa is
(11-14). Igazoltan hat az apoptdzisra, viszont az ezzel kapcsolatos irodalom eléggé
ellentmondéasos, hiszen pro- és antiapoptotikus tulajdonsagai egyarant ismertek (15-20).
Ezen kiilonbségek a tanulmanyokban abbdl adédhatnak, hogy a vegyiilet eltéré hatést
fejthet ki tumoros, illetve nem-transzformalt sejtek esetében (12, 21, 22).

A rezveratrol célpontjai és hatdsmechanizmusa még kevéssé tisztazottak. Az irodalmi
forrasok alapjan hatassal van kiilonboz6 metabolikus és jelatviteli utvonalakra (11, 18,
23-25), van pro- és antioxidans aktivitasa is (26, 27), és szdmos transzkripcios faktor

szabalyzésaban is részt vesz (28, 29).

1.1.1 A rezveratrol kémiai szerkezete, eléfordulasa és bioszintézise

A rezveratrol kémiailag egy 3,5,4'-trihidroxi-sztilbén polifenol vegyiilet, mely cisz-, €s
transz-izomerként is megtalalhatd (1. dbra). Bar a természetben nagyobb mennyiségben
fordul el6 transz-izomerként és biologiai hatasaiért 1s foként ez az izomer felelds, UV-
megvilagitds hatasara a transz-rezveratrol molekuldk a kevésbhé aktiv cisz izomerré
alakulnak (30, 31).
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1. abra: A transz- és a cisz-rezveratrol kémiai szerkezete (31)

A rezveratrol a természetben egy igen gyakran eléfordulo vegyiilet, szamos névényben
megtalalhatd, példaul a kékszoéloben, a foldimogyordban és kiillonbdzd bogyods
gyumolcsokben (32, 33). Keletkezését tekintve, a rezveratrol egy fitoalexin, azaz egy
olyan vegyllet, amely a névényben de novo, karos stimulus hatasara termel6dik. A karos
hatas lehet egy ndvenyt ért mechanikai sérilés, UV sugarzas, 6zon artalom vagy példaul
gombafert6zés (34). A rezveratrol szintézisében a sztilbén-szintdz enzim jatszik szerepet,
amely a ndvényt ért stressz hatasara aktivalodik (35). A rezveratrol mennyisége tobbek

kdzott fugg a ndvény fajtajatdl, az idéjarastol és a karos stimulustol (31, 34).

Egy nemrégiben megjelent tanulmany eredményei alapjan azonban a rezveratrol
kizarolag taplalékkal torténd bevitele nem elegendé ahhoz, hogy a vegyiilet a
tapcsatornabol megfeleld mértékben felszivodjon és a vérben a mennyisége elérje a

terapias hatas eléréséhez szilkséges koncentraciot (34).

A rezveratrol eléallitasa egyrészt novényekbdl torténd kivonassal térténhet. A vegylilet
kiilonb6zé novényi komponensekbdl torténd nagyobb mennyiségli eldallitdsa bizonyos
kombinacios technikdk alkalmazasaval tovabbra is a kutatdsok népszerii targyat képezi
(36). Egy mésik, gyakrabban alkalmazott eljaras, kiilonb6zé mikroorganizmusokat
felhasznalva (pl. Saccharomyces cerevisiae), a rezveratrol géntechnologiaval torténd
eloallitasa (37).
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1.1.2 A rezveratrol farmakoldgiai jelentdsége

A rezveratrolt tartalmaz6é ndvények népgydgyaszatban torténd alkalmazasa hosszh
multra nyulik vissza. Az artéri japankeserifi (Polygonum cuspidatum) gyokerét,
melynek egyik aktiv komponense a rezveratrol, mar a japan és a kinai tradicionalis
orvoslas is hasznélta tébbek kozott dermatitis, hiperlipidémia vagy gonorrea kezelésére
(38).

A rezveratrol 1992-ben, az ugynevezett Francia Paradoxon elmélet megjelenésével kertilt
a tudomanyos kutatdsok kozéppontjaba. Renaud és Lorgeril elmélete abbdl indult ki,
hogy a francidk épp annyi zsiros ételt fogyasztanak, mint példaul a norvégok, ennek
ellenére a szivinfarktus gyakorisaga Franciaorszagban csupan mintegy 6tode volt a
Norvégiaban tapasztalhatonak. So6t, egész Eurdpdban, Franciaorszdgban volt a
legalacsonyabb a halalos kimenetelii szivinfarktus gyakorisdga. E jelenséget — miszerint
a magas zsirbevitel mellett is varatlanul alacsony a szivinfarktus eléfordulasi aranya
Franciaorszagban — nevezzilk Francia Paradoxonnak. Akkoriban gyanitottak, hogy a
paradoxon a mérsékelt vorosbor fogyasztassal hozhatd dsszefliggésbe, ma pedig mar
ismert, hogy a vordsbor valoban tartalmaz szamos kedvezé élettani hatassal bird

vegyuletet, tobbek kdzott rezveratrolt is (38, 39).

A ’90-es évek Ota szamos irodalmi adat jelent meg a rezveratrollal kapcsolatban, melyek
kiilonboz6 farmakologiai hatasokat tulajdonitanak a vegyiiletnek. Ezek koziil kiemelendd
kardioprotektiv, gyulladasgatld, neuroprotektiv, antioxidans/prooxidans és tumor-ellenes
hatdsa. Ezekkel dsszefliggésben a rezveratrol feltételezett hatasmechanizmusa is széles
korben targyalt témdaja a szakirodalomnak, a vegyulet szamos receptor és cellularis
célpont mitkddésének befolyasolasara képes. A teljesség igénye nélkiil ilyenek lehetnek
egyes proteinek, mint példaul a survivin, a Bcl2, a p53 és a sirtuinok (SIRT 1,3,5), illetve
transzkripcids faktorok, mint a nukleéris faktor-kappa B (NF-xB) vagy mitokondrialis
enzimek (29, 40). A fent leirt farmakoldgiai promiszkuitas ismeretében konnyen
érthetévé valik, hogy a rezveratrol bioldgiai hatasai mogott tobbnyire nem egyetlen,
hanem adott esetben egy egész sereg célmolekula aktivitdsanak karakterisztikus

befolyasolasa all.

11
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1.1.2.1 A rezveratrol receptorialis tamadaspontjai

A rezveratrol farmakolOgiai hatésaival gyakran 6sszefliggésbe hozott receptoridlis

tdmadaspontok az aromas szénhidrogén és az 6sztrogén receptorok.

Az aromés szénhidrogén receptor (AHR) az aromés szénhidrogén receptor nukleéris
transzlokatorral (ARNT) 6sszekapcsolddva egy heterodimer transzkripcids faktort hoz
létre, ami a kornyezeti szennyezék egy sorat, példaul a 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-
dioxint képes megkotni (41). Az AHR szdmos gén transzkripcidjat aktivalja, tobbek
kozott olyanokét, amelyek a kromatin struktura moédositasara vagy példaul az RNS-
szintézis elongécids fazisdnak befolyasolasara képesek (42-46). Az AH receptorok
felel6ssé tehetok komplex patologias folyamatok és human betegségek kialakitasaert, igy
példaul a kémiai karcinogenezisért, a szolid tumor novekedésért vagy az
arterioszklerdzisért (46). Kimutattdk, hogy az AHR antagonistajaként a rezveratrol
megakadalyozza a receptor transzaktivacios viselkedését és gatolja az agonisték altal

indukalt génexpressziot (47).

Egy meglehetdsen jol dokumentalt sajatossaga a rezveratrolnak az 0sztrogén
receptorokon kifejtett hatasa is. A rezveratrol 6sztrogén receptorokhoz torténé kotodése
agonista (48) vagy antagonista (49) hatasokat is eredményezhet. Agonista hatasat mind
az a-, mind pedig a B-tipust Osztrogén receptorokon kifejti (48, 50). Leirtdk méar az
Osztrogén receptorokat, mint a rezveratrol molekularis tamadaspontjait peldaul a
kardiomiopatiat eldny6sen befolyasolo hatasaval 6sszefiiggésben (51), illetve kimutattak
a 17B-osztradiolhoz hasonld védé hatasat sztreptozotocin-indukalta diabétesz esetén is
(52). Ugyanakkor igazoltak, hogy a rezveratrol antitumor aktivitasa kapcsolatba hozhatd
antiosztrogén hatasaval Osztrogénfiiggd sejtburjanzasok, mint példaul prolaktinéma
esetén (53, 54).

12
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1.1.2.2 SIRT1 aktivacio

McCay és munkatérsai 1989-ben megéllapitottak, hogy a kaloriabevitel csokkentés egy
hatékony modszere az egészség megldrzésének €s az é€lettartam meghosszabbitasanak
(55). Késébb bebizonyosodott, hogy a kaldéria megvonas élettartam novelésének
hatterében a SIRT1 enzim kulcsszerepet jatszik. A sirtuin enzimek nikotinamid-adenin-
dinukleotid (NAD)-dependens deacetilaz aktivitasi molekulak, melyek az élévilag széles
skalajan megtalalhatéak a baktériumoktol az emberig. Befolyasoljak az Gregedést és
szabalyozzak a transzkripcio, az apoptozis, €s a stressztlirés folyamatat. Az utobbi évtized
eredményei ezt a kalériamegvonas alatti éberség és energia hatékonysag szerepkdrével
egészitik ki.

A rezveratrol sokrétii hattérmechanizmusai k0zil kiemelkedd jelentéséget tulajdonitottak
a SIRT1 enzimnek. Kimutattak, hogy a rezveratrol is képes aktivalni a SIRT1 enzimet és
ezaltal ,utanozni” a kaloriamegvonas protektiv hatasat (10, 11). Jollehet, ezzel
kapcsolatban a vélemények ellentmondasosak, hiszen szamos kozlemény
megkérddjelezi, hogy a direkt SIRT1 aktivacid in vivo koriilmények kozott is mitkodik-e
(56, 57). Egyes megkozelitések szerint a rezveratrol elény6s bioldgiai hatdsaiban a SIRT1
nem direkt timadaspontként, sokkal inkabb egy ,,downstream” komponensként szerepel
(58). Egy human bronchialis epitelidlis sejtekkel végzett vizsgalatban kimutattdk a
rezveratrol antiapoptotikus hatasa mogott a SIRT1 up-regulécio szerepét. A vizsgalatban
COPD modellezésére a bronchialis epitelialis sejtek apoptdzisat 2%-os cigarettafiist
kivonattal valtottak ki. Ha a sejteket a karos stimulust megel6z6en 20 uM rezveratrollal
kezelték, azt tapasztaltak, hogy a rezveratrol dvta a sejteket az apopto6zistol. Kimutathatd
volt, hogy jelentésen up-regulalodott a SIRT1 és az oxigén-regulalt-protein 150
(ORP150), kdvetkezésképpen nagymértékben csokkent az apoptotikus markerek, példaul
a kaszpaz-3 aktivitdsa (12). A rezveratrol hatdsosnak bizonyult az élettartam
megnyujtasaban egyes elhizast imitalo allatkiserleti modellekben és az inzulin
rezisztencia megel6zésében, serkentette tovabba a mitokondrialis biogenezist €s javitotta

a vaszkularis funkciot (10, 59-61).

A kaloriamegvonds hatdsanak bizonyos egyéb aspektusai azonban nem jellemzdek a

rezveratrolra, igy példaul a szivfrekvencia és a test maghdmérsékletének csokkentése
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(62). Rezveratrol hatasara tovabba nem volt kimutathaté az élettartam ndvekedés nem
elhizott kisérleti allatokban (63, 64).

1.1.2.3 Kardioprotektiv hatas

Szamos preklinikai vizsgalat bizonyitja, hogy a rezveratrol valoban jotekony hatassal bir
a sziv- és érrendszeri betegeségek kivédésében, s6t, azok gyogyitasaban is, igy a magas
vernyomas, az érelmeszesedés, az iszkémias szivbetegségek kezelésében vagy példaul az

iszkémiéds prekondicionalasban (2).

A rezveratrol kardioprotektiv hatasaban szerepe lehet az AMP-aktivalt-protein-kinaz
(AMPK) aktivaldsanak (65), a SIRT1 enzimnek és az endogén antioxidans enzimek
serkentésének is (66). Tenyésztett vaszkularis sejtek vizsgalatakor figyelték meg, hogy a
rezveratrol fokozza az endotelialis nitrogén-monoxid szintdz (eNOS) expressziojat és
aktivitasat, és ezaltal a nitrogén-monoxid (NO) biohasznosulasat, mely az erek
védelmében egy rendkiviil fontos tényezé (67). Vizsgaltak tovabba magas szivinfarktus
rizikdju betegek vérében a trombocita aggregacié jellemzoit, és azt talaltdk, hogy a

rezveratrol jelentdsen csokkentette a vérlemezkék dsszecsapzodasi hajlamat (68).

Bar a preklinikai vizsgalatok sikerei a megeldzés és kezelés fazisban is megfigyelhetok
voltak, de az igéretes hatasok ellenére csak kevés klinikai vizsgalatot végeztek és ezek

eredményei is gyakran ellentmondasosnak bizonyultak (69).

1.1.2.4 Antioxidans és prooxidans jellemzék

A rezveratrollal kapcsolatban antioxidans és prooxidans tulajdonséagét is leirtdk mar.

Az oxidativ stressz reaktiv oxigén gyokok (ROS) felhalmozodasaval jar a szervezetben.
A megnovekedett ROS mennyiseg a sejtes makromolekulak (lipidek, proteinek és
nukleinsavak) oxidativ méddosulasahoz vezethet, az igy bekovetkez6 DNS karosodas

mutagenezist, onkogenezist és dregedéssel jard degenerativ betegségeket okozhat (70).
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A rezveratrolrdl, mint antioxidans vegyiiletrl szamos irodalmi adat beszamolt. Liang és
munkatarsai az osteoarthrosis modellezéseként nyul izileti kondrocitakat alkalmazva, a
sejtek apoptdzisat nitroprusszid-natriummal valtottak ki. Ennek hatasara aktivalddott a
kaszpaz-3 és atrendez6dott a citoszkeleton, emellett az intracellularis NO és ROS szintje
is emelkedett. A kisérlet soran 100 pM rezveratrollal tizennyolc 6raig eldkezelték a
sejteket, majd a tapoldatukhoz 1,5 mM nitroprusszid-natriumot adagoltak és hat dra utan
vizsgaltak a rezveratrol hatasat. A rezveratrol csokkentette a ROS termelést, az apoptozist
¢s a citoszkeletalis atrendezddést, a NO szintet azonban nem befolyasolta. Ebben a
kutatdsban a rezveratrol sejtvédd hatasat szabadgyok-fogd hatdsdval magyaraztak (27).
Egy masik tanulmanyban a cukorbetegség szovédményeként kialakuldé neurondlis
karosodast modellezve, PC12 neuronokat vizsgaltak. A hiperkglikémia a neuronalis
cukorszintet is befolyasolja és a tartdsan magas intracellularis cukortartalom az idegsejtek
karosodasahoz vezet. Ezt a jelenséget glikdz-neurotoxicitdsnak nevezik. A neurotoxicitas
Osszefiiggésbe hozhatd azzal, hogy a magas cukorszint, példaul a monoszacharidok
autooxidacioja révén, ROS felhalmozddashoz vezet, ami az idegsejtek apoptozisat
indukalja. A kisérletben harminc percig 10 uM-0s rezveratrol elékezelést alkalmaztak,
majd hiperglikémiat modellez6 kornyezetet idéztek elé és huszonnégy ora mulva
megvizsgaltdk a sejteket. Azt tapasztaltak, hogy a rezveratrol novelte a sejtek
életképességét, csokkentette az apoptotikus sejtek mennyiségét és az oxidativ stresszt. A
hatds hatterében részben a rezveratrol antioxidans, szabadgyok-fogd tulajdonsaga all,
masfel6l  igazoltak a  foszfatidilinozitol-3-kinaz/protein ~ kindz ~ B/FoxO3
(PIBK/AKt/FoxO3) jelatviteli Gtvonal aktivalasanak szerepét is (71).

Zini és munkatarsai szerint altalanossagban elmondhat6, hogy a rezveratrol antioxidans
tulajdonsdga mogott harom alapmechanizmus all. Egyfel6l a vegyiilet maga is
szabadgyok-fogo hatasu, mely kémiai szerkezetével, a fenolos hidroxilcsoportok kdzotti
delokalizalt elektronrendszer szabadgyok stabilizald hatasaval magyardzhato. Masfeldl a
mitokondrialis elektrontranszport-lancban csékkenti a I11. komplex aktivitasat a koenzim
Q kompetitiv gatlasaval és ezaltal csokkenti a ROS termelddést. Harmadrészt pedig
gatolja a lipidperoxidacids folyamatokat (5). Mindemellet, a rezveratrol endogén
antioxidans enzimeket is indukal, melyek fontos szerepet toltenek be a szervezetet ért
ROS artalom mérséklésében. Ilyenek példaul a szuperoxid-dizmutdz (SOD), a
glutation(GSH)-reduktaz, a GSH-peroxidaz és a GSH-transzferaz (72).
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Erdekes modon az antioxidans tulajdonsaga mellett a rezveratrol prooxidans
tulajdonsagaroél is beszamolt a szakirodalom. Valoszintileg a hatas mibenléte a rezveratrol
kezelés koncentracigjatol és a vizsgalt sejttipustol fligg. A folyamat hatterében az a tény
all, hogy egy antioxidans molekula egy redoxreakciot kovetéen prooxidans vegyiiletté
valhat. Prooxidans tulajdonsaga révén a rezveratrol a sejtek DNS tartalméanak oxidativ
karosodasat eredményezheti, ezzel apoptdzist indukalva. A hattérmechanizmus még
kevéssé ismert, de valosziniisithetd, hogy a rezveratrol a kromatin-ko6tésb6l mobilizalodo
Cu(Il) hatasara oxidalodik és valik citotoxikussa. Abbol kiindulva, hogy a rosszindulatd
daganatos sejtek réz tartalma relative magas, a rezveratrol tumor-ellenes hatdsa mogott
megh(z6do folyamatok kdzott prooxidans tulajdonsaga is valoszintsithet6 (26).

1.1.2.5 Gyulladasgéatlé hatés

A rezveratrolrol kimutattak, hogy jelentés gyulladasgatlé hatassal is bir. Rezveratrol
jelenlétében csokken a gyulladasos mediatorok szintézise és felszabadulasa, valtozik az
eikozanoidok szintézisének mértéke, gatolja a ciklo-oxigenaz-1,2 és lipoxigenaz enzimek
mitkodését (6, 7), illetve csokkenti a gyulladasos folyamatok kialakulasat indukalo egyik

legfontosabb transzkripcios faktor, az NF-xB szintézisét (28).

1.1.2.6 Neuroprotektiv hatas

A rezveratrol neuroprotektiv tulajdonsagat kimutattak kiilonb6z6 in vitro €s in vivo
betegségmodellekben is, példaul Alzheimer-, Parkinson-, Huntington-kérban, agyi
iszkémiaban és epilepsziaban.

A rezveratrol-indukalt SIRT1 expresszié megvédi a neuronokat szamos karos agenstol,
mint példaul a reaktiv oxigénszarmazékoktol (ROS), a hidrogen-peroxidtol (H202) a
nitrogén-monoxidtol, és az AB-peptidektdl, valamint a védo hatas hatterében a rezveratrol

antioxidans tulajdonsagainak is kiemelkedd fontossagot tulajdonitanak.

Allatkisérletekben vizsgaltak példaul a rezveratrol esetleges alkalmazhatsagat az

Alzheimer-kor kezelésében. Ebben a patoldgias allapotban fehérje-aggregacio
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kovetkeztében B-amyloid plakkok jonnek létre. A plakkok citotoxikusak, hatasukra
reaktiv oxigén gyokok keletkeznek, apoptdzis indukélodik. Rezveratrol hatdséara csokkent
az B-amyloid peptidek mennyisége. Megallapitottak, hogy a rezveratrol nem kozvetlenil
a peptidek termelddését gatolja, hanem lebontasuk mértékét serkenti proteoszoma-fiiggd

utvonalon (3, 4).

1.1.2.7 Diabéteszben kifejtett hatas

A rezveratrol lehetséges szerepét a cukorbetegség kezelésében széleskorlien
tanulmanyoztak, a vegyiilet hatdsat 1-es és 2-es tipust diabétesz mellituszban is
vizsgaltdk. A rezveratrol javitja a glik6z homeosztazist, csokkenti az inzulin-
rezisztenciat, védo hatast fejt ki a hasnyalmirigy B-sejtjeire és fokozza az inzulin
szekréciot. Az 1-es tipusi diabétesz modellezésére streptozotocinnal kezeltek
patkanyokat, amely a hasnyalmirigy B-sejtjeinek pusztulasahoz, igy inzulin-hianyos
allapothoz vezetett. A kisérletekben a rezveratrol mérsékelte a hiperglikémias epizodokat,
kimutattak B-sejtvédd hatasat és potencirozta az alkalmazott konvencionalis terapiat

(73-76).

A 2-es tipust diabétesz kezelésével kapcsolatban elvégzett vizsgalatok eredményei
alapjan elmondhat6, hogy a rezveratrol serkenti a hasnyalmirigy B-sejtjeinek inzulin
novelte azok cukorfelvételét. Szintén serkentette a glikogén-szintaz miikodését, és
csokkentette a glikogén-foszforilaz aktivitasat, igy novelte a maj glikogén raktarat. A
hatdsok szoros osszefliggésben &llnak a SIRT1 és AMPK expresszidjanak és
aktivitasanak valtozasaval. Feltehetleg a rezveratrol mar emlitett gyulladasgatld és
antioxidans tulajdonsaga is hozzajarul a diabéteszben kifejtett kedvez6 hatasahoz. A
kezdeti human vizsgalatok megerésitették a preklinikai vizsgalatok eredmeényeit a 2-es

tipusu cukorbetegség esetében (76).
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1.1.2.8 Tumorellenes hatas

A karcinogenezis, onkogenezis vagy tumorképzddés egy komplex, tobb 1épcsds é€s
tényez6s folyamat, melynek soran mind sejt, mind pedig molekularis szinten koros
atalakulasok jatszodnak le. Egymashoz szorosan kapcsol6dd fazisai az iniciacid, a
promacio, a transzformacio és a progresszid. Az iniciacio egy fokozott osztodasi hajlamot
takar valamilyen kijavitatlan mutacié kovetkeztében. A promdcio fazisban maér
premalignus elvaltozas észlelhetd, de a malignus atalakulés, a transzformacio6 valtja ki a

progressziot, azaz a klinikai daganat kialakulasat (77).

Az utdbbi évek soran bebizonyosodott a rezveratrol tumor-ellenes hatésa. Elséként Jang
és munkatarsai mutattdk ki 1997-ben egy egér modellen, hogy a rezveratrol
karcinogenezist gatlo hatassal bir boérrak esetében. Leirtdk tovabba, hogy gatolja a
daganatos sejteket az iniciacid, promdcid és progresszio szakaszaban is (8). A rezveratrol
in vitro citotoxikus tulajdonsdgat a human tumorsejtek tobb tipusan kimutattak, igy
példaul mieloid és limfoid tumorsejteken, mell, bor, méh, petefészek, gyomor, prosztata,
vastagbél, m4j, hasnyalmirigy és pajzsmirigy karcinomasejteken is. Tumorellenes hatasat
valtozatos szignal transzdukcios célpontokon keresztll hatva fejti ki, mely altal képes
befolyasolni a sejtndvekedést, a sejtosztodast, az apoptozist, az angiogenezist, illetve
bizonyos gyulladasos metasztatikus folyamatokat (9). A rezveratrol daganatos sejtekre

kifejtett apoptotikus hatasat az 1.3.1 fejezetben részletezem.

1.1.3 A rezveratrol farmakokinetikaja

Mig a rezveratrol szamtalan elényos farmakologiai tulajdonsaggal rendelkezik,
farmakokinetikai jellemzdi, sajnalatos modon, eléggé kedvezdtlenek. Sok mas
polifenolos vegyllethez hasonléan in vivo oralis alkalmazas esetén biohasznosulasa
alacsony, a vegyilet gyors metabolizacioja miatt. Ennek kovetkeztében, magas
rezveratrol dozisok bevitelére volna sziikség a klinikailag szignifikans hatasok
eléréséhez. Emellett problémat jelent, hogy a bioldgiailag aktivabb transz-rezveratrol

kénnyedén atalakul UV besugarzas hatasara a kevésbé aktiv cisz izomerré (30).
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A rezveratrol a méajban és a belekben gyorsan metabolizalodik glikuronidacio és
szulfatacio révén (78). Jelenleg kevés adat all rendelkezéstinkre és ellentmondésos annak
a szakmai megitélése, hogy a metabolizmus soran megsziinik-e a rezveratrol hatasa.
Habar, egy nemrégiben megjelent vizsgalat szerint a keletkezé f6 metabolitok a transz-
rezveratrol-3-O-szulfat, transz-rezveratrol-3-O-glikuronid és a transz-rezveratrol-4'-O-
glikuronid, melyek a rezveratrol hatasahoz hasonléan antioxidans jellemzoket mutattak.

Dozis-fiiggden gatoltak a proliferaciot és apoptdzist indukaltak (79).

Eliminéciodjat tekintve részben vizelettel, részben széklettel Gral ki, teljes kitriléséhez

kordlbelll 72 éra szlikséges.

Osszefoglalva elmondhatd, hogy a rezveratrol rendkivil rossz farmakokinetikai
tulajdonsagokkal rendelkezik. Ugyanakkor megfeleld formulalassal, példaul
mikorkapszulak, nanopartikulumok, liposzomak, ciklodextrin rendszerek alkalmazésaval

ez a probléma kikiisz6bolhet6 (4).

1.2 Apoptozis

Fizioldgias korilmények kozott a sejtosztodas és a sejthaléal egylttesen biztositjak egy
adott sejtpopulacié folyamatos meguUjulasat és a sejtek szamanak viszonylagos
allandésagat. Mivel a sejthalalnak szamos formaja létezik, az ezzel foglalkozd
szakirodalom megkiilonbozteti a “programozott sejthaldl” jelenségét. A programozott
sejthalal egyik behatdéan tanulmanyozott, fizioldgids megjelenési forméaja az apoptozis,

ami a mitozis legfontosabb ellenpérja a sejtpopulaciéo mennyiségi szabalyozasaban (80).

Kerr, Wyllie és Currie nevéhez flizédik az apoptdzis elnevezése, mely javaslatuk szerint
egy aktiv, programozott folyamat, amit egyarant aktivalhatnak fizioldgias és patologias
stimulusok is (81). Az apoptozis tehat a fizioldgias és bizonyos patoldgias folyamatokban
is nagy jelentdséggel bir. Szerepe van az embrionalis fejlddésben, a diffencidlodasban,
proliferacioban és a mar sziikségtelen, karosodott, fertézott, funkcio-vesztett sejtek
eliminacidjaban (82). Ezek alapjan elmondhato, hogy az apoptozis alapvetd fontossagu a
szOvetintegritds, illetve a tobbsejtli organizmusok, szervek, szovetek kialakitdsaban.

Ugyanakkor, ha a programozott sejthaldl mechanizmuséaban hiba adddik és ezéltal az
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apoptézis mértéke tul alacsonnyd, vagy fokozotta valik, kiilonb6zé betegségek
alakulhatnak ki, ilyenek példaul a fejlddési rendellenességek, autoimmun, degenerativ és

daganatos megbetegedések (83, 84).

1.2.1 Az apoptézisra jellemzo morfologiai valtozasok

Az apoptozis kezdete és vége kozott eltelt ido fiigg a sejt tipusatol, az apoptotikus
Utvonaltol és a stimulustol, mikdzben a sejt az apoptozisra jellemzd morfologiai
valtozasokon megy keresztiil. Kezdetben pyknosis, azaz kromatin kondenzécio figyelhetd
meg a sejtmagban, mely a magmembran kozelében kezdddik, igy egy gyliri-szerii
szerkezet alakul ki. A sejt elkezd zsugorodni, amihez nagymértékben hozzajarul a
citoszkeleton kollapszusa, a citoszkeletalis fehérjék lebontasa. Ezt kovetden a sejt felszine
felholyagosodik (,,blebbing™) és a sejtmag Kisebbedik, majd a DNS fragmentalddik, és
bekovetkezik a sejtmag szétesése. A folyamatok sordn a plazmamembran intakt marad,
de az apoptozis eldrehaladtaval, mar megfigyelhetd membranfodrozodas és valtozik a
citoplazmatikus organellumok ultraszerkezete is. Végil a sejt sejtmembrannal
hatérolt apoptotikus testekre esik szét, fagocitak, makrofagok aktivalédnak kiilonb6z6
biokémia valtozasok kovetkeztében és az apoptotikus testek fagocitozissal
elimindlodnak. A fagocitdzisban dont6 szerepet jatszik a membran foszfolipid asszimetria
valtozésa. A foszfatidil-szerin a sejthartya bels6é oldalarol a kiilsé felszinre keriil és
annexin-1-gyel egyiitt ,,egyél meg” mintat alakit ki, ami sziikséges a fagocitak altali
felismeréshez és felvételhez. A fagocitak felszinén szdmos receptor van, mely felismeri
az emlitett ,,egyél meg” jelet, ilyenek a scavanger-receptorok (CD36, CD68) és a
lektinszerti oxidalt-lipoprotein receptor (LOX1). Az egészséges sejtektdl ,,ne egyél meg”
jelek tartjak tavol a fagocitakat (81, 85, 86). Fontos jellegzetessége az apoptozisnak, hogy
nem jar gyulladassal, hiszen a plazmamembran integritasa nem szakad meg, igy az

intracellularis anyagok nem jutnak ki az extracellularis térbe (87).
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1.2.2 Az apoptdzis molekularis mechanizmusa

Az apoptotikus sejthalalt kiilsd és belsd tényezok egyarant kivalthatjak. A kiils6é faktorok
lehetnek példaul virusok vagy DNS karositd, mutagen hatasok (ilyen az UV sugarzas
vagy a hosokk), illetve szarmazhatnak egy masik sejtbdl is. A belsé faktorok a sejtben
keletkeznek, altaldnosan megfogalmazva, valamilyen stressz hatésara. llyen példaul a
ndvekedési faktorok hidnya, a szabadgyokok, a citoplazmatikus stressz vagy a szérum-
megvonas. A stimulustdl fiiggden tehat a sejthaldl az extrinzik, masnéven halal-receptor
medialt, illetve az intrinzik, mitokondrialis utvonalon is elindulhat (88). Ugyanakkor
bizonyitott, hogy a kétféle Gtvonal egymastdl nem fliggetlendil, hanem szorosan
kapcsolédva, egymast befolyasolva mikodik (89). Az apoptozis molekuléris
mechanizmusanak extrinzik és intrinzik Gtvonalait a 2. abra mutatja be. Az extrinzik és
intrinzik Gtvonalakon Kivul 1étezik még egy tovabbi, harmadik apoptotikus Gtvonal is, az
ugynevezett granzym-B utvonal, mely szintén egy kiils6 jelmolekulak altal aktivalt

sejthalal atvonal (88).

1.2.2.1 Extrinzik atvonal

Az extrinzik vagy halal-receptor medialt Gtvonal esetében az apoptozis kiilonb6z6 halal-
ligandok (FasL, TNF-a) és sejtfelszini receptorok kotodése révén indukalodik. Ezeknek
a receptoroknak (Fas/Apo/CD95, TNFR1, TRAIL/Apo-2L) fontos jellemzdjiik, hogy a
sejtkozotti tér felé néz6 ligandum-koto régiojuk mellett intracellularisan tartalmaznak egy
ugynevezett fehérje-interakcios halaldomént. Halal-ligand kotédésekor a receptorok
oligomerizalodnak és a citoplazméaban szabadon jelen 1év6, haldldoménnal rendelkezd
adaptor fehérjék kapcsolddnak a receptor halaldoménjéhez. llyen adaptor fehérje példaul
a FADD (Fas-asszocialt halaldomén), amely a halal doménjével a Fas halal receptorhoz,
mig a halal effektor doménjével a prokaszpaz-8-hoz képes kapcsolodni. Az igy kialakuld
komplexhez kapcsolddik a prokaszpaz-8 és létrejon az ugynevezett ,,death-inducing
signaling complex” (DISC). Ezt kdvetden a komplexbe beépiilt iniciator prokaszpaz-8
autoaktivacioja révén tovabbi kaszpaz-8 keletkezik és aktivalja az effektor, azaz

végrehajtd kaszpazokat (kaszpaz-3, -6 és -7), majd a sejt elpusztul (84).
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1.2.2.2 Intrinzik Gtvonal

Az intrinzik Utvonal a mitokondridlis dtvonal, melynek kulcspontja a MOMP
(mitokondrium kiils6 membran permeabilizacio) kialakulasa, amiért foként a Bcl-2
fehérje csalad tagjainak miikodése felelés. A Bcl-2 csaladba nagyjabdl hasz fehérje
tartozik, melyek mindegyike tartalmaz legaldbb egyet a négy konzervativ Bcl-2 homolog
(BH) domén kozul. A Bcl-2 fehérjék harom f6 csoportba oszthatok (82, 84).

Az els6 csoportba a mind a négy BH domént tartalmazé anti-apoptotikus fehérjék
tartoznak, a Bcl-2, a Bcl-XL, a Bcl-W, az Al és a Mcl-1, melyek a mitokondriumban, az
endoplazmaés retikulumban, illetve a perinuklearis memranokban helyezkednek el.
Szerepiik a sejt talélésének eldsegitése, amit a Bel-2 csalad tovabbi két, pro-apoptotikus
csoportjaba tartozo tagjainak semlegesitésével valdsitanak meg. A Bcl-2 csalad masodik
csoportjaba a csak BH3 domént tartalmazé Bid, a Bad, és a Bim tartoznak, melyeknek az
apoptdzis indukcidjaban van fontos szerepe. A multi-BH domént tartalmaz6 pro-
apoptotikus fehérjecsoporthoz tartoz6 Bax, Bak, Bok tagok BH1, BH2 és BH3 doménnel
is rendelkeznek. Halal stimulusra a csak BH3 domént tartalmazd proteinek
poszttranszlaciés moddosuldson esnek at, aktivalodnak és transzlokalodnak a kiilsd
mitokondrialis membranba, ahol interakcidba lépnek multi-domén pro-apoptotikus
fehérjékkel igy bekovetkezik a Bax és Bak oligomerizacidja, melynek hatasara porus
képzddik a mitokondrium kiilsé membranjan. A folyamat eredményeként viz 1ép be a
matrixba, megsziinik a transzmembran potencial, szétkapcsolddik a légzési lanc, és
fehérjék kertilnek ki az intramembran térbdl a citoszélba, melyek mind hozzajarulnak a
sejthalahoz. A mitokondriumbdl kiszabadult fehérjek tobbsége kaszpaz kaszkadot
indukal. Az egyik legfontosabb és leghamarabb felfedezett ilyen fehérje a citokrom-c. Ez
kotédik a citoplazmaban prekurzorként jelen 1évé Apaf-1-hez (apoptdzis protedz-
aktivator faktor), mely Apaf-1 oligomerizéciot és prokaszpaz-9 kotést indukal, igy
kialakul egy DISC-szer(i szerkezet, az apoptoszéma. A komplexum kialakulasdhoz ATP
hidrolizisre és nukleotid cserére (ADP/ATP) is szikség van. Az apoptoszoman belil
autoaktivacio révén aktiv kaszpaz-9 keletkezik és effektor kaszpéazokat aktival, minek
hatasara megindulnak a ,kivégzd 1épések”. A szintén a mitokondriumbdl felszabadulo

endonukleaz G és AIF kaszpaz-figgetlen DNS fragmentaciot, illetve kromatin
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kondenzaciot indukalnak, mig a Smac/DIABLO és Omi/HtrA2 az I1AP-ok

semlegesitésével jarul hozz4 a sejthalalhoz (82, 84).

Apoptotikus stimulus

&

Extrinzik Utvonal Intrinzik Gtvonal

(sugerzés, genomikus stressz, metabolikus stressz)

{re{eptov-med-e‘t)
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Pro-spoptotikus febérjék’\l Anti-spoptotikus fehérjek
[cs2k BH3 domén [multidomén)
fehérjék) (B2, BoH-XL, Bo-W, Mc-1)
Prokaszpez-8/10 (Bid, Bed, Bim, Bmf, Hrk,
Noxs, Pume, Bik)
Pro-spoptotikus feherjek

- [muitidomen)
(Bax, Bek, Bok, stb.}

Keszpéz-B/ 10

2. dbra: Az apoptozis molekularis mechanizmusanak extrinzik és intrinzik Gtvonala.
A Kkivalto stimulustél fiiggéen a sejthalal az extrinzik, mésnéven halal-receptor
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medialt, illetve az intrinzik, vagy mitokondriélis Utvonalon is elindulhat, melyek
egymashoz szorosan kapcsolddva, egymast befolyasolva miikodnek. Az extrinzik
utvonal esetében az apoptézis kiilonbozé halal-ligandok, sejtfelszini receptorokhoz
(Fas/Apo/CD95, TNFR1, TRAIL/Apo-2L) torténé kotédése révén indukalédik.
Halal-ligand (FasL, TNF-a) kotodésekor a receptorok oligomerizalodnak és az
intracellularis felszinen a receptorialis halaldoménon keresztil adaptor fehérjék
toborzddnak, ilyenek a FADD (Fas-asszocialt haldldomén fehérje) és TRADD (TNF-
R1-asszocialt halaldomén fehérje). Létrejon a DISC, és aktivalddik a prokaszpaz-8
(-10). Az aktivalodott kaszpaz-8, (-10) a tovabbiakban autéaktivacioért és effektor
kaszpazok, kaszpaz-3, illetve kaszpaz-7 aktivalasaért felel. Az intrinzik Gtvonal a
mitokondrialis Gtvonal. Halal stimulusra a pro-apoptotikus csak BH3 domént
tartalmazé proteinek (Bid, Bad, Bim, stb.) antiapoptotikus fehérjékhez (Bcl-2, Bcl-
XL, stb.) kotédnek és ezaltal semlegesitik azokat. Ez a multidomén pro-apoptotikus
fehérjék (Bax, Bak) oligomerizacidéjdhoz vezet a mitokondrialis membranban. A
kiilsé membranban porusok keletkeznek, igy a fokozott permeabilitds révén
apoptotikus mediatorok szabadulnak fel (Omi/HtrA2, Smac/DIABLO, citokrom-C
(Cyt-C), endoG és AlF). Citokrom-C felszabadulas hatasara Apaf-1 és dATP/ATP
jelenlétében apoptoszoma képzodik, ami a prokaszpaz-9 aktivacidjahoz vezet.
Autoaktivacio réven tovabbi kaszpaz-9 keletkezik és aktivalja a kaszpaz-3-at. Az
IAP-ok a kaszpaz aktivitas szabalyozasaért felelnek. Az apoptotikus mediatorok
(Omi/HtrA2, Smac/DIABLO) hatasara aktivalédott kaszpazokhoz kotodnek és igy
védik a sejtet az apoptozistdl. Az EndoG és AIG kaszpéaz-fuggetlenil okoz
apoptoézist, kromatin kondenzéciét és darabolodast eredményezve. Kaszpaz-8
hatdsara hasitassal aktivalodik a pro-apoptotikus csak BH3 domeént tartalmazé
fehérje, a Bid is, ami igy kapcsolatot teremt az extrinzik és intrinzik Ut kozott (82).

1.2.2.3 Granzym-B Gtvonal

A granzym-B (tvonal esetében az apoptdzist a citotoxikus T-sejtek altal termelt
proteolitikus enzim, a granzym-B indukalja, mely maga is kaszpaz jellegli aktivitassal
rendelkezik. A T-sejt ezt az enzimet a célsejt membranjahoz val6 kotddése utan juttatja
be annak citoplazmajaba. A bejuttatds mechanizmusa még ma sem tisztazott,
valoszintsithet azonban a T-sejtbdl szarmazo perforinmolekuldk szerepe. A sejtbe kerult
granzym-B enzim iniciator kaszpazként miikodik, aktivalja a prokaszpaz-7 és

prokaszpaz-3 enzimeket (88).

A harom apoptotikus Gtvonal kivétel nélkil minden esetben ugyanazzal a lépéssel,
bizonyos proteolitikus enzimek, a kaszpazok miikodésének beinduldsaval és/vagy

aktivitasanak fokozodasaval folytatodik a masodik szakaszban.
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1.2.2.4 Kaszpazok

A kaszpéazok az aszpartat specifikus cisztein-proteazok csaladjaba tartoznak, tehat aktiv
centrumukban cisztein talalhato és az igynevezett konszenzus szekvencia mellett hasitjak
el a peptidkdtést, mely aminosav-motivumnak az utolsé tagja minden esetben egy
aszpartat. A kaszpazok ezen tulajdonsédga eredményezi azt, hogy szubsztratjaikat
rendkivil pontosan, csak meghatarozott helyeken és csak részlegesen bontjak (limitalt
proteolizis). Valamennyi kaszpaz tulajdonsaga, hogy inaktiv zimogénkent
szintetizalodik. Emlés sejtekben ezidaig 14 kiilonbozo kaszpazt irtak le, melyek koziil

emberben 12 fordul el6 (kaszpaz-1-10, -12 és -14) (90).

Funkciojuk alapjan harom csoportba sorolhatok. Egy résziik kiilonboz6 gyulladasos
folyamatokban vesz részt (kaszpaz-1, -4, -5, -11, -12, -13, -14). A méasodik csoport tagjai
az iniciator kaszpéazok, melyek az apoptdzis indukalasaért felelnek, hossz prodomént
tartalmaznak, amin kaszpaz-8 és -10 esetében Ugynevezett ,.death effector domain”
(DED), kaszpaz-2 és -9 esetében ,,caspase activation and recruitment domain” (CARD)
talalhat6. Az effektor kaszpazok csoportjaba a kaszpaz-3, -6 és -7 tartozik. Rovid
prodoménjlik van, iniciator kaszpazok hatasara aktivalodnak és a sejthalal végrehajtasaért
felelnek (82, 84). Az iniciator és effektor kaszpazok szerkezeti sémajat a 3. abra mutatja.

Az iniciator és effektor kaszpazok eltérd mechanizmussal aktivalédnak. Az iniciator
kaszpazok esetében az aktivacié nagy, tobbkomponensti molekularis komplexumokban
torténik (az extrinzik Gtvonalnal a DISC-ben, az intrinzik Utvonal esetén az
apoptoszémaban). Mivel a proenzimeknek is van alapaktivitasuk, igy ha kdzel kertilnek
egyméashoz az emlitett DISC-ben és apoptoszomaban, képesek autOaktivaciora. Az
effektor kaszpazokat vagy aktiv iniciator kaszpéazok, vagy a citotoxikus T-sejtek altal a
célsejtbe juttatott granzym-B enzimek aktivaljak. Az effektor kaszpazok altaldban

nagyobb szamban fordulnak el6 és aktivabbak, mint az iniciator kaszpazok (84).

Az effektor kaszpazok aktivaciojaval megkezdddik az apoptdzis utolso szakasza, amely
mindharom tipusu utvonal esetén egyforma modon torténik. Az aktiv effektor kaszpazok
koncentracidjanak ugrasszeri megemelkedése a sejt normalis miikodéséhez
nélkildzhetetlen szerkezeti és szabalyozd fehérjék tdmeges lebontasahoz vezet. Az

effektor kaszpaz-3, -6 és -7 citoplazmatikus endonukleazokat, kiilonb6z6 proteazokat
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aktivalnak, szubsztratjaik kozé tartoznak példaul a citokeratinok, a DNS serulések
helyreéllitdsaban (DNS repaire) nélkildzhetetlen poliADP-rib6z polimeraz (PARP), az
a-fodrin citoszkeletalis fehérje vagy egy a mitotikus apparatushoz kapcsoldédé nuklearis
fehérje (NuMa, vagyis ,,Nuclear Mitotic apparatus protein”), mely a mikrotubulusok
stabilizaldsahoz sziikséges. Ennek kovetkezmeényeként a citoplazmatikus és a sejtmagi
vazrendszer dezorganizalodik, az intracellularis transzport folyamatok sulyosan

karosodnak és az alapvet6 sejtélettani folyamatok leallnak (91).

A kaszpaz-3-at tekintjuk a legfontosabb effektor kaszpaznak, melyet mind a kaszpéz-8, -
9 és -10 iniciator kaszpazok képesek aktivalni. Az effektor kaszpazok inaktiv enzimek
gatlé régidjanak lehasitdsaval olyan enzimeket képesek aktivalni, amelyek nukleaz
aktivitassal rendelkeznek, s kiemelt szerepet jatszanak az apoptotikus sejt DNS
alloményanak internukleoszomalis fragmentéalasaban. A kaszpéaz-3 példaul specifikusan
aktivalja a kaszpaz aktivdlta DNaz (CAD) enzimet. A CAD inhibitor (ICAD) a
CAD enzimhez kitddve inaktiv dllapotban tartja azt, a kaszpéaz-3 altali hasitasat kovetden
azonban levalik a CAD molekulardl, igy az aktiv DNS hasit6 enzim bejuthat a magba. A
CAD internukleoszomalis DNS hasitast eredmenyez, ami a kromatin allomany
kondenzécidjahoz vezet (92). A kaszpaz-3 tovabbd bizonyos citoszkeletalis
reorganizacios ¢és dezintegraciés folyamatokat indukal, s az apoptotikus sejtbdl
kiilonboz6é  strukturalis valtozésok kovetkeztében ugynevezett apoptotikus testek
keletkeznek. Egy szerkezeti fehérjét, a gelsolint Ugy tartjak szamon, mint a kaszpaz-3
egyik kulcsfontossagu szubsztratjat. A gelsolin hasitdsa az aktin filamentumok
haldzatanak széteséséhez vezet, igy a sejtalak megvaltozik, valamint az intracellularis

transzport €s a szignaltranszdukcios folyamatok dsszeomlanak (93).

Mindezeket kovetden, az apoptozis a korabbiakban mar taglalt 1€péssel, az apoptotikus

sejtek fagocitozisaval zarul.
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3. dbra: Az iniciator és az effektor kaszpazok szerkezeti sémaja. Az iniciator
kaszpazok, hosszu prodomént tartalmaznak, amin kaszpaz-8 és -10 esetében DED
(death effector domain), kaszpaz-2 és -9 esetéeben CARD (caspase activation and
recruitment domain) talalhat6. Az effektor kaszpazok csoportjaba a kaszpaz-3, -6, -
7 tartozik, rovid prodoménjtik van (84).

Az egészséges sejt homeosztazishoz elengedhetetlen a kaszpdz kaszkad szigoru
ellendrzése. A folyamatban rengeteg negativ szabalyozo6 van, a legfontosabbak talan az
apoptozis inhibitor protein (IAP) csalad tagjai. Koziiliik legnagyobb jelentdséggel bir a
XIAP, a c-1AP1, a c-IAP2 és a Survivin, melyek mind tartalmazzék a ,,baclovirus IAP
repeat” (BIR) protein domént, aminek segitségével kotddni tudnak a kaszpazok aktiv

alegységéhez és ezaltal képesek az apoptozis direkt gatlasara (94).
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1.3 Arezveratrol és az apoptozis

Az el6z6 fejezetekben emlitésre keriilt a rezveratrol tumor-ellenes hatasa, melyet szamos
tanulmany igazolt. A kutatasok eredményei azonban ellentmondasosnak tlinhetnek,
hiszen a rezveratrol sejtvédo hatasa is bebizonyosodott az elmult évek soran. A kettds
hatas hatterében feltehetdleg a rezveratrol kezelés valtozo dozisa és iddtartama, illetve a
vizsgalatokban szerepld sejtek eltérd tipusa all. Megannyi kutatds foglalkozik a
rezveratrol hatasainak hatterében meghuzddé folyamatok megértésével. Sok
hattérmechanizmus mar jol korilirt, mégis a hatasok teljes korii megismeréséhez tovabbi

vizsgélatok szilkségesek.

1.3.1 Apoptoézis indukcid

Szamos tanulmany leirta, hogy a rezveratrol daganatos sejtekben kimutathatd
antiproliferativ aktivitdsa mogott tobbek kozott apoptdzist indukald tulajdonséaga all (9,
15-17). Az alabbiakban a teljesség igénye nélkil szeretnék neéhany peldat bemutatni a
rezveratrol proapoptotikus sajatossagara és a jelenség mogott allé mechanizmusokra

vonatkozdan.

Kimutattdk, hogy a rezveratrol képes sejthalalt indukalni az apopt6zis intrinzik
utvonalaban fontos szerepet jatszo Bcl-2 fehérje csalad befolyasolasa altal. A vegyulet az
antiapoptotikus Bcl-2 fehérjék gatlasaval és a proapoptotikus Bad, Bak vagy Bax
proteinek aktivaciojaval citokrom-c felszabadulést és kaszpaz aktivaciét okoz (95, 96).
SW480 human vastagbél daganatsejtekben negyvennyolc 6ras, 30 uM rezveratrol kezelés
fokozta az apoptdzis intrinzik (tvonaldban fontos szerepet jatsz6 Bax és Bak
proapoptotikus fehérjék akkumuléciéjat, konformacié valtozasat és mitokondrialis

relokalizaciojat, ezaltal megndvekedett kaszpaz aktivaciot okozva (97).

Tameda és munkatarsai a rezveratrol halal-receptor medialt, TRAIL-indukalta
apoptozisra kifejtett hatasat vizsgaltak daganatos sejtekben. A vizsgalatban HepG2
human hepatocellularis karcindbma sejtvonalat alkalmaztak. A rezveratrol 100 uM, vagy
annal magasabb koncentracidja eredmenyesen csokkentette a tumoros sejtek

életképességét, ennél alacsonyabb koncentracié nem okozott szignifikans karosodast a

28



DOI:10.14753/SE.2021.2339

sejtekben. A hatds id6-fiiggd volt, huszonnégy és negyvennyolc 6ra utan vizsgaltak a
sejteket, negyvennyolc Ora utan a sejtek életképessége méar nagyon alacsony volt.
Alacsonyabb, 50 uM koncentracidt alkalmazva a vegylilet nem indukalt apoptozist,
ugyanakkor az 0sztodo sejteket S fazisban megallitotta. A kutatasban vizsgaltak, hogyan
valtozik a korai apoptozis mértéke, ha csak 50 uM rezveratrollal, vagy csak 10 ng/ml
TRAIL-el, vagy kett6jilk kombinaciojaval kezelik a sejteket huszonnégy ordn at. Csak
rezveratrol, illetve TRAIL kezeléssel 3,4% és 9,6% volt a korai apoptozis mértéke, mig
kombinacidjukat alkalmazva ez az arany 49,6%-ra emelkedett. A sejtek TRAIL
érzékenységének fokozddasat a rezveratrol dozis-fiiggd survivin down-regulalé hatasaval

magyaraztak (98).

A rezveratrol apoptézist indukal6 sajatossagat tobb alkalommal 6sszefliggésbe hoztak
mar a foszfatidilinozitol-3-kinaz/protein kinaz B/,,mammalian target of rapamycin”
(PIBK/AK/mTOR) Utvonalat gatl6 (99-101), a mitogén-aktivalta protein kinaz (MAPK)
utvonalakat modulalé (102, 103) vagy az NF-xB, STAT3 aktivaciét gatld hatasaval is (9).

Sok tanulmény alatdmasztja, hogy a PI3K/Akt/mTOR jelatviteli utvonal Kritikus
Akt szerin/treonin-kinaz és PI3K-fliiggéen aktivalodik novekedési faktorok, illetve stressz
jelenlétében. Az mTOR az egyik kozponti szerepldje a PIBK/Akt jelatviteli kaszkadnak
és tobbek kozott szintén a proliferacio, differencialodas és sejt talélés szabalyozéasaban
van szerepe. Aziz és munkatarsai vizsgalatdban a huszonnégy 0rés rezveratrol kezelés 50
uM maximum koncentracidban, dozis-fiiggdé modon fokozta az LNCaP androgén-
reszponziv human prosztata karcindmasejtek apoptozisat a PI3K/Akt utvonal gatlasaval

és ezaltal a Bcl-2 fehérje csalad modulécidjaval (95).

A MAPK-csaladba harom, funkcionalisan kiilonb6z0 kinaz alcsalad tartozik. Az ERK-
alcsaladba tartoz6 molekuldk mitogén- és differencialodasi jeleket kozvetitenek, mig a
tovabbi két csoportba sorolhato kinazok a stressz es a gyulladasi citokinek altal kivaltott
valaszban vesznek részt. Az utobbi két alcsaladot alkotjak a stresszaktivalt
proteinkinazok (SAPK) és a Jun N-terminalis kindzok (JNK), valamint a p38 MAPK,
amely a magas ozmolaritas és a reaktiv oxigéngyokok altal kivaltott stresszvalaszt
kozvetiti. A rezveratrolra jellemz6 ellentmondasossag a MAPK csaladra kifejtett

hatasaval kapcsolatban is megfigyelhet6, hiszen a szakirodalom kdzolte mar a vegyulet
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pro- és antiapoptotikus hatését is a MAPK utvonal befolyasolasan keresztil (99, 104).
Huméan neuroblasztéma SH-SYS5Y sejteken példaul a rezveratrol alacsony
koncentracioban (1 pM-10 uM) aktivalta, mig magasabb koncentracioban (50—100 uM)
gatolta az ERK 1/2 kinazt (24). Tovabba, egy tanulmany alapjan, a rezveratrol a JNK és
p38 kinaz utvonalak aktivaciojaval képes volt apoptozis kivaltasara JB6 limfoma sejteken
(105). A rezveratrol MAPK utvonallal kapcsolatba hozhatd antiapoptotikus hatésat a

kovetkezo fejezetben részletezem.

Az NF-kB és STAT3 transzkripcios faktorok tObbek kdzott antiapoptotikus gének,
példaul a Bel-XL és cFLIP expresszidjat valtjak ki és ezaltal a sejtproliferacié fenntartasat
szolgaljak (106). Human melandéma sejtvonalat vizsgélva, 25-100 uM-os rezveratrol
kezelés hatasara csokkent az NF-kB és fokozodott a JNK aktivacidjanak mértéke, ami
meérsékelt Bcl-XL és cFLIP szintet eredményezett, igy fokozodott a DR5+ melanéma
sejtek TRAIL érzékenysége. A hatas dozis fiiggébnek mutatkozott, a legnagyobb
hatékonysagot a vegyiilet 100 pM-0s koncentracidjanal észlelték, de a vizsgalat azt is
igazolta, hogy a DR5+ sejtek pusztulasanak mértéke a kezelés idétartamatol is fiiggott.
Tizenkét nap utdn mar nagymértékii sejtpusztulast tapasztaltak, de az NF-kB és JNK

aktivacidjanak mértékében mar hat 6ra utan jelentds valtozast figyeltek meg (107).

1.3.2 Apoptoézis gatlas

A rezveratrol sejtvéd6é hatdsat szamos irodalmi adat alatdmasztja, bar a pontos
hattérmechanizmus még kevéssé ismert, a citoprotektiv hatdst magyardzé
mechanizmusok rendkivil nagy valtozatossagot mutatnak €és csak bizonyos
részfolyamatokra képesek ravilagitani. Az aldbbiakban a rezveratrol sejtvédo,
antiapoptotikus hatdsa mogott feltételezett legfobb folyamatok ismertetésére teszek

kisérletet.

1.3.2.1 Mitokondrialis hatasok

A mitokondrialis elektrontranszport-lanc és a ROS termel6dés befolyasolasat gyakran

felelossé teszik a rezveratrol egyes farmakoldgiai hatasaiért, igy a sejtvédd hatasaért is.
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A mitokondridlis biogenezis jelentdséggel bir a sejtszintli metabolizmus, a redox
folyamatok, valamint a szignaltranszdukcié szabalyozasaban. Kérosodasa a cellularis
energetikai egyensuly felborulasahoz, oxidativ stresszhez, ezaltal patoldgias allapotok
kialakulasahoz vezethet. Ragcsalokon végzett, az 6regedést és a metabolikus szindromat
modellezd kisérletekben fizioldgiai javulas volt megfigyelhet6 az allatoknal rezveratrol
kezelés hatasara, melyet a majban, a vazizomrendszerben (60, 61), az agyban (108) és az
erekben (19) fokozott mitokondrialis biogenezis kisért. EQy 0sszetett mechanizmus lehet
a magyarazata a rezveratrol indukalta mitokondrialis biogenezisnek és az ebbdl
kovetkezé citoprotektiv hatasnak (4. abra). Az egyik elmélet feltételezi, hogy a
rezveratrol a SIRT1 aktivalasaval el6segiti a peroxiszoma proliferator aktivalt receptor
gamma koaktivator-1a (PGC-la), a mitokondrialis biogenezis ,,f0 szabalyozojanak”
deacetilacidjat és aktivaciojat. Egy masik magyarazat szerint, kilonféle utvonalak
egymassal 6sszehangolt mitkddése, példaul az energia szenzorként funkcionalo AMPK
lehetdséget nytjtanak arra, hogy a PGC-1a a SIRT1-t6l fliggetleniil aktivalodjon. A
karosodott mitokondrium (példaul diabétesz esetén vagy az Oregedés folyaman)
befolyasolhatja az ATP termelést, a sejtek szintetikus és szekretoros funkciojat, a
sejtszintli oxido-redukcios homeosztazist és a nukledris génexpressziot. A rezveratrol
altal kivaltott mitokondrialis biogenezis ezen karosodas helyreallitasdban jatszhat
szerepet. Tovabba, mivel a mitokondridlis proliferacio csokkentheti a mitokondriumon
athaladd egységnyi elektronok szdmat, ezaltal a rezveratrol képes lehet a mitokondrialis
ROS termelés mérséklésére. Osszefoglalva a rezveratrol, megfelelé koncentracioban

alkalmazva, csdkkentheti a mitokondrialis oxidativ stresszt (11, 20).

Mindemellett, mint sok mas hatdsaban, a rezveratrol mitokondriumot befolyasold
tulajdonsagaban is megjelenik egyfajta kettGsség. Gueguen ¢és munkatarsai az
elektrontranszportot végz6 1égzési lanc egyik tagjat, az I. komplexet azonositottak a
rezveratrol direkt mitokondrialis tamadéaspontjaként. Erdekes médon azt tapasztaltak,
hogy in vitro a rezveratrol alacsony dézisban (<5 uM) stimulalta, mig magasabb d6zisban
(50 uM) inkabb gatolta az 1. komplex aktivitasat. In vivo, fiatal egereket vizsgalva a
rezveratrol fokozta az agyi mitokondriumokban az I. komplex miikodését, a 1égzési lanc
miikddésének befolyasoldsa nélkiil. Ugyanakkor iddsebb, mar kisebb antioxidans
védekezOképességgel rendelkezé egerek esetében a rezveratrol kezelés aktivalva az |.

komplexet, oxidativ stressz kialakuldsdhoz vezetett. Ezen eredmények megerdsitették az
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alkalmazott koncentracio és életkor jelentdségét a rezveratrol kezelés mitokondriumra

kifejtett hatasa szempontjabol (40).

TNFa |

v

NADPH oxidéaz |

v

NO —— cNOS —
1 eNoS 1 Rezveratrol

v SIRT1 ?

PGC1a T AMPK ?
Mitokondrilis biogenezis T

-~

Cellularis energetika T ROS |
Cellularis funkcié T

v

Apoptozis |  NFkB |

v

Gyulladas |

v

Korral jaré betegségek elérehaladasa |

4. é&bra: A rezveratrol indukalta mitokondriélis protekcio feltételezett
mechanizmusa. Az elmélet feltételezi, hogy a rezveratrol a SIRT1 és/vagy az AMPK
aktivalasaval fokozza az eNOS enzim és csokkenti a TNFa-aktivalta NADPH-oxidaz
mikodését, mely utobbi az egyik legfobb extramitokondrialis ROS forrasnak
szamit. Az oxidativ stressz csokkentésével a rezveratrol ndveli a NO bioldgiai
elérhetoségét, elosegitve ezaltal a PGC-la aktivaciojat, ami mitokondrialis
protekciot és fokozott mitokondrialis biogenezist okoz. A fiatal mitokondriumok
képzodése és a mitokondrialis ROS termelés mérséklése jelentosen csokkentik a
cellularis oxidativ  stresszt és gyulladast, helyreallitjdk a cellularis
energiagazdalkodast és mérsékelik a sejthalalt (11).
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1.3.2.2 Autofagiat befolyasol6 hatasok

Az autofagia, vagyis a sejtek tnemésztése egy alapvetd sejtélettani folyamat, melynek
soran a sejt lebontja eldregedett, sériilt, hibas, funkciojat veszitett, felesleges, vagy koros
makromolekuldit, organellumait (109). Az autofagia, kisebb-nagyobb intenzitassal,
minden eukariota ¢l61ény sejtjeiben zajlik, fenntartva ezzel a hosszu-élettartami fehérjék
és sejtorganellumok korforgasdnak homeosztatikus egyensulyat. Ez a sejtekben
alapszinten zajl6 autofagia elsdsorban a sejt felépitd (szintetikus) és lebonto (katabolikus)
folyamatainak egyensulyat tartja fenn (110). Bar korabban kizarolag ugy tekintettek az
autofagiara, mint egy 6npusztitd mechanizmusra, mely sejthalalhoz vezet, ma mar inkabb
az az altalanos vélekedés, hogy foleg citoprotektiv hatast kdzvetit, megakadalyozva az
apoptotikus vagy nekrotikus halalat a stressz artalmat szenvedett sejteknek. Mindez
megnyilvanulhat példaul abban, hogy a sejtek az autofagia altal intracellularis
tapanyagokat mobilizélnak hipoxia, illetve glik6z, aminosav vagy novekedési faktorok
megvonasa esetén. Tovabb4, a sejtek az autofagia segitségével képesek megszabadulni
olyan potencidlisan artalmas citoplazmatikus anyagoktdl, mint a feltekeredett
fehérjeaggregatumok, bizonyos kiils6 behatolok, mikrébak vagy a kérosodott
mitokondriumok, melyek a toxikus ROS és az apoptotikus proteinek egyik legfébb
forrdsai (111, 112). A kéarosodott mitokondriumok autofagia altal torténé eltavolitasat
mitofagianak nevezziik (113). Az autofagia kivaltasaban szerepet jatszo egyes tényezok
és az autofagia két tipusu kimenetelét, sejthalalt, illetve talélést biztositd hatasat az 5. abra
mutatja (18).
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5. abra: Az autofigia Kkettds szerepe a tulélésben és sejthalalban. A cellularis
alkotoelemek autofagiaval torténé lebontasa altal aminosavak és zsirsavak
keletkeznek, melyek egyarant felhasznalhatok protein szintézisre vagy ATP
termelésre stresszes allapotokban, mint példaul az éhezés. Az autofagia tovabba
biztositja a protein aggregatumok és karosodott mitokondriumok eltavolitasat,
melyek apoptdézist indukalhatnanak illetve apoptotikus proteinek és toxikus ROS
forrasai lehetnének. Ugyanakkor, az elhtz6do6 autofagia sejthalalhoz is vezethet az
eltdlzott 6nemésztés és az apoptozis aktivacidja altal. Egyes vizsgalatok igazoltak az
autofagia tulélést elésegité hatdsat tobbek kozott éheztetéssel, ndvekedési faktor
megvonassal, iszkémia/ reperfazios karosodassal és Kiilonbozé kémiai agensekkel
szemben. Autofagias sejthalélt figyeltek meg példaul hipoxia, oxidativ stressz,
besugarzas, novekedeési faktor megvonas, illetve lipopoliszacharidok és kiilonbozé
vegytletek hatdsara (18).

Az autofagianak harom alapveté mechanizmusat ismerjiikk, a makro-, a mikro- és a
chaperon-kdzvetitett autofagiat (114, 115). A makroautofagia soran a degradaciora szant
citoplazmatikus tartalom a lizoszomakhoz szallitddik a kettés membrannal rendelkezd
vezikulumok, az autofagoszomak altal. Elso 1épésként kialakul az autofagoszoma, vagyis

a citoplazma egyes komponenseit egy izolalo6 membran szegregalja. Korabban agy
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gondoltak, hogy az izolal6 membran az endoplazmas retikulum, vagy a Golgi-késziléek
membranjaib6l flizédik le, a mai 4altaldnos felfogds szerint viszont egy
,preautofagoszémalis struktirabol” (PAS) keletkezik (116). Ezt a 1épést nukleacionak
nevezzik. Ezt koveti az elongacio folyamata, mikor az izolal6 membran névekszik,
meggorbul, végll pedig zarodik és igy kialakul az autofagoszéma. Az autofagoszéma
ezutan osszeolvad a primer lizoszomaval és létrejon az autolizoszoma. A kialakult
autolizoszoméakban a lizoszomalis hidrolazok az elkilonitett citoplazma komponenseket
lebontjak, majd ezek monomerjei kikeriilnek az organellumbdl a citoplazmaba és
Ujrahasznosulnak a sejt szintetikus folyamataiban (14). A makroautofagia egyes Iépéseit
a 6. abra mutatja meg. A mikroautofagia mechanizmusanak az alapja, hogy a citoplazma
komponensei, elsdsorban a degradalandé fehérjék kozvetleniil kapcsolddnak a lizoszéma
membranjdhoz. Ez a membranteriilet kis betliremkedések altal keletkezd vezikulumok
révén keril be a lizoszoma belsejebe. Ilyen médon autofagias tipust multivezikularis
testek alakulnak ki a sejtben. A chaperon kdzvetitett autofagia soran egy chaperon fehérje
képez komplexet a lebontand6 molekulaval, amely a lizoszomak membranjaban talalhatd

receptor-szerti fehérje, a LAMP-2A segitségevel jut be a lizoszoméba (117, 118).

Az autofagia molekularis mechanizmusat eredetileg élesztétorzseken azonositottdk
(Saccharomyces cerevisiae) (119), majd kiterjesztve a vizsgalatokat kiilonb6z6
modellorganizmusokra, tobbek kozott emldsokre is, megallapitottak, hogy az autofagia
miitkédéséhez nélkiilozhetetlenek az ugynevezett ,,autophagy-related” (ATG) gének
(118).
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6. dbra: A makroautofagia lépéseinek sematikus abraja. Az autofagia az izolacios
membran Kialakulasaval kezdddik (nukleacio). Kovetketé lépésként az izolalo
membran nyulik, meggorbil, végul pedig zarddik és a degradaciora szant
citoplazmatikus tartalmat az izolal6 membran szegregalja, igy kialakul az
autofagoszéma (elongacid). Az autofagoszoma ezutadn 0sszeolvad a primer
lizoszomaval és létrejon az autolizoszoma (fuzio). Itt a lizoszémalis hidrolazok az
elkllonitett citoplazma komponenseket lebontjdk (degradacid), majd ezek
monomerjei kikerilnek az organellumbdl a citoplazmaba és Ujrahasznosulnak a sejt
szintetikus folyamataiban (18).

Az autofégia folyamatanak egyik legfébb regulatora mind human, mind pedig ragcsalo
sejtekben az mTOR kinaz Gtvonal, mely gatolja az autofagiat abban az esetben, ha a sejt
bdségesen el van latva tdpanyagokkal és novekedési faktorokkal. Az mTOR aktivaciohoz
vezeté legfontosabb szignalizaciés Ut az inzulin/inzulin-szeri novekedési faktor
jelatviteli utvonal. A ndvekedési faktor hianyara, vagy megvonasara a sejtek autofagiaval
véalaszolnak. Normalis korulmények kozott az inzulin-szerii novekedési faktor
kapcsolodik a sejtmembranban 1évé receptorahoz. Ennek kovetkeztében aktivalodik a
PI3K/Akt utvonal, melynek hatasara a Rheb fehérje, amely az mTOR egyik legfontosabb
aktivatora, kotott formajabdl felszabadul. Az aktiv Rheb megkdti az mTOR inhibitorat,
az FKBP38 feherjét. Vagyis, amig az inzulin-szer(i névekedési faktor kelld mennyiségben
jelen van és hat a sejtre, addig az mTOR aktiv allapotban van és gatolja az autofagiat,
valamint fenntartja a sejt szintetikus folyamatainak mtikddését és a proliferaciot (120).
Az mTOR komplex 1 (mnTORCI1) aktivaciojat és ebbdl kdvetkezGen az autofagia gatlasat
bizonyos MAPK kinazok, példaul az ERK is kdzvetithetik (121). Egyeb fontos autofagia
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regulatorok példaul az AMPK, ami valaszul a lecsokkent ATP szintre, gatolja az
MTOR-t (122); az eukaridta transzlacids iniciacios faktor 2 a-alegysége (elF2a)
esszencialis a tdpanyag megvonas indukalta autofagia folyamataban (123); vagy a JNK
kinaz, mely stressz-aktivalta, dsszetett jelatviteli kaszkadokban vesz részt (124). A p38
MAPK kinaz autofégiara kifejtett hatasa nem egyértelmii, hiszen egyrészt leirtak, hogy a
p38 csokkenti az autofagias fluxust és részt vesz az autofagia lipopoliszacharidok
indukélta gatlasaban (125), ugyanakkor igazoltak, hogy a p38 MAPK gétlasa
nagyméretli, tokéletlen autolizoszoémak felhalmozddasat okozta. Valdszinisithetd, hogy
a p38 kinaz az autofagia utolso, érési szakaszaban jatszik kritikus szerepet, melynek soran
az effektiv autolizoszomak kialakulnak (126).

A rezveratrol a kisérleti koriilményekt6l fliiggéen képes az autofagiat befolyasolva
apoptotikus (127-129) vagy citoprotektiv hatast kivaltani (13, 14). Az alabbiakban
néhany olyan példat szeretnék bemutatni, ahol a rezveratrol altal kivaltott citoprotektiv

hatasban szerepet tulajdonitottak az autofagianak.

Morselli és munkatéarsai azt talaltdk, hogy a rezveratrol autofagiat indukélva képes
megnovelni az élettartamot human és fonalféreg sejtekben, a Sirtuin 1/SIR-2.1 Gtvonal
aktivalasa altal (14). Egy masik tanulmanyban, myocardialis iszkémia/reperfuzio
indukélta karosodasok kivédésének lehetdségeit vizsgaltdk patkdnymodelleket
alkalmazva, s a protektiv hatds kivaltasdban a rezveratrol hatdsosnak bizonyult.
Kardioprotektiv hatasat az Akt/Bcl-2 talélési atvonalat indukalva és az autoféagiat fokozva
valtotta ki. A tapasztalatok alapjan, a rezveratrol-indukalta autofagia folyamata az mTOR
utvonaltdl flggetlen volt (130). Ugyanakkor, egy H9c2 embriondlis patkany
szivizomsejtekkel végzett vizsgalatban, hipoxiat és reoxigenizaciét kovetéen a
rezveratrol az mTOR Utvonal aktivaciojan keresztll, autofagiat indukalva fejtette ki
kardioprotektiv hatasat (131). Egy tovabbi vizsgalatban, szintén H9c2 sejteken, a
rezveratrol citoprotektiv hatasat tanulmanyoztak hidrogén-peroxiddal kivaltott oxidativ
stressz ellen. A rezveratrol képes volt kivédeni a H9c2 sejtek oxidativ stressz okozta
apoptozisat, novelte a sejtek tulélését. A citoprotektiv hatas hatterében az allt, hogy a
rezveratrol a p38 MAPK atvonal aktivalasa altal autofagiat
indukalt (13).
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1.3.2.3 Prekondicionaléas

A prekondicionalas fogalmat Murry és munkatarsai vezették be 1986-ban. Az elnevezés
arra a jelenségre utal, miszerint rovid iszkémias periddusok megvédik a szivet az
ismételten fellépd, de immaron hosszabb iszkémids inzultus ké&ros kdvetkezményeivel
szemben (132). Ezt kovetden tobb olyan vizsgalatot végeztek, melyek soran a
prekondicionalas védo hatasat exogén anyagokkal probaltak kivaltani. Mivel a rezveratrol
kardioprotektiv hatdsa ismert volt, ezzel a vegyulettel kapcsolatban is felmerilt a
prekondicionalas lehetdsége, mint lehetséges protektiv mechanizmus. Kimutattak, hogy
a rezveratrol reno-, cerebro-, kardioprotektiv és szamos egyéb organoprotektiv hatasaban
is fontos szerepet jatszhat az iszkémiés prekondiciondlashoz hasonl6 mechanizmus
(133-137). Ezen jelenség mogott nem egyszeriien a rezveratrol szabadgyokfogo,
antioxidans vagy gyulladascsokkentd hatasa all, hanem szdmos intracellularis jelatviteli
utvonal befolyasolasa is szerepet jatszik a protektiv hatasban. igy példaul az indukéalhatd
nitrogén-monoxid szintdz (iNOS), hemoxigenaz-1 (HO-1), SIRT1, MAPK kinazok vagy
az NF-xB regulacioja is szamottevo a rezveratrol altal kivaltott prekondicionalasban
(136). Feltételezhetéen a rezveratrol prekondicionalé hatasdban az altala Kivaltott
autofagia indukcionak is nagy jelent6sége lehet, mely egy stressz-adaptacios
folyamatként egyrészt talélési szigndl dtvonalakat aktival, masrészt a karosodott

sejtalkotokat eliminalja (137).

Petrovski és munkatarsai szerint a rezveratrol kardioprotektiv prekondicionalé hatasa
doézis-fliggd. Alacsonyabb dozistartomanyban védé hatast fejt ki kiilonb6z6 a sejtek
tulélését biztositd proteinek expresszidjanak fokozasaval, az oxido-redukcids egyensuly
fenntartasaval és a kardiomiocitdk apoptézisanak gatlasaval. Magasabb doézisban a
rezveratrol rontja a kardialis funkciot, fokozza az apoptotikus proteinek expressziojat

valamint néveli az infarktusos terlilet méretét es az apoptotikus sejtek szamat (137).
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2. Célkitizések

Munkam célkitiizései a kovetkezok voltak:

1. A rezveratrol protektiv hatdsanak igazolasa karos stimulussal szemben, primer

2.

sejtkultaran

A rezveratrol preventiv hatasanak igazolasa egyidejlileg alkalmazott szérum-
megvonas indukélta kaszpaz-3 aktivacioval szemben, primer egér embrionalis
fibroblaszt sejteken.

A rezveratrol kaszpaz-3 aktivaciot csokkent6 hatasanak igazolasa harom oras
szérum-megvonast koveten torténd alkalmazassal, primer egér embrionalis

fibroblaszt sejteken.

A rezveratrol szérum-megvonas indukalta kaszpdz-3 aktivacidra gyakorolt

hatasanak hatterében meghtizédoé folyamatok megismerése

Ap38, INK, ERK, PI3K és mTOR kinaz Gtvonalak, valamint a SIRT1 enzimet
érint6 jelatviteli ut részvételének vizsgélata.

Az aromas szénhidrogén és 6sztrogeén receptorok szerepének vizsgalata.

A rezveratrol antioxidans tulajdonsadganak tanulmanyozéasa a kaszpaz-3
aktivaciora gyakorolt hatasaval dsszefliggésben.

A mitokondrialis depolarizacié és a reaktiv oxigéngyokok szerepének
megallapitasa.

Az autofagia jelentdségének vizsgalata a rezveratrol kaszpaz-3 aktivaciora

gyakorolt hatasaban.
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3. Modszerek
3.1 Vegyuletek és kezelt allatok

A rezveratrol és a kindzok gatlészerei (a PI3K-nak wortmannin, a p38 MAPK-nak
SB202190, a INK-nak SP600125 és az ERK-nek PD184352, az mTOR-nak a rapamycin),
a SIRTL1 gétloszer (EX-527), a fluorogén kaszpaz-3 szubsztratot (Ac-DEVD-AMC)
tartalmazd kaszpaz-3 aktivitds kit, a puffer OsszetevOk, az N-acetilcisztein, a
benzo(a)pirén, a trimetoxiflavon, a fulvesztrant, a klorokin, a tamoxifen, a klorometil-
dikloro-dihidrofluoreszcein-diacetat (DCFDA) és a hidroetidin (HE) valamint a Western
Blot reagensek, ugy mint az akrilamid/biszakrilamid 30% oldat, az ammdnium-
perszulfat, a tetrametilén-diamin (TEMED), a Tris-hidroximetil-aminometan (TRIS), a
glicin és a tricin a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) cégt6él szarmaztak. A JC-1
kationos membrén potenciél festék kitet a ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, USA)
széllitotta, a [-Osztradiol-hemihidrat pedig a Richter Gedeon Nyrt. (Budapest,
Magyarorszag) adomanya volt laboratériumunk részére. A nem-szelektiv kaszpaz
inhibitor Ac-VAD-CMK az AnaSpec (Fermont, CA, USA) cégtél, mig a CytoTox-One®
laktat-dehidrogenaz kibocsatas kit a Promega (Fitchburg, WI, USA) cégtdl szarmazott.

A sejtkultura tapoldatat a GE Healthcare (Little Chalfont, UK) valamint a Corning
(Tewksbury, MA, USA), mig a fétalis borji szérumot (FBS) és a GlutaMAX®-ot (L-
alanil-L-glutamin) a ThermoFisher Scientific szallitottak.

A Western Blot technikahoz hasznélt polivinilidén-fluorid (PVDF) transzfer membran és
a rontgenfilmek a Santa Cruz (Dallas, TX, USA) cégtdl, mig a Pierce ECL Western Blot

szubsztrat a ThermoFisher Scientific cégtdl szarmaztak.

Az LC3A/B és SQSTM1/p62 primer antitesteket a Cell Signal Technology (Danvers,
MA, USA), a GAPDH primer antitesteket az R&D Systems (Minneapolis, MN, USA),
mig a szekunder (anti-nydl és anti-egér) antitesteket a ThermoFisher Scientific

szallitottak.

A vizsgalatban a vegyiileteket dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldottuk és a tapoldattal
elegyitettik, hogy végil 0,5%-0s DMSO koncentraciot kapjunk. A kontroll sejteket

crer
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Az egyes tesztvegylleteket irodalmi adatok alapjdn meghatérozott koncentracioban
alkalmaztuk a kisérletek soran.

A vemhes NMRI egereket a Toxicoop, Godollé, Magyarorszag szallitotta. Az allatokat a
Semmelweis Egyetem  Allatkisérletes Etikai  Bizottsaganak  jovahagyasaval
(22.1/606/001/2010, 2010. februar 5.) és az Eurdpai Tandcs Kkisérleti és egyéb
tudomanyos ceélokra felhasznalt allatok védelmére vonatkozo rendelkezésének
megfeleloen kezeltiik (86/609/EEC).

3.2 Sejtkultira és sejttenyésztés

A vizsgalathoz nem-transzformalt, primer embrionalis egér fibroblasztokat hasznaltunk
melyet a CSH protokollnak megfeleléen készitettiink (138). A sejteket 2 mmol/L
GlutaMAX® oldattal és 0,08 mg/mL gentamicinnel kiegészitett, 10%-o0s FBS tartalmu
DMEM tapoldatban tenyésztettilk és 37 °C, 5% CO> koriilmények kozott tartottuk fenn,

majd a Kisérletekhez 3-7 passzazs kozott hasznaltuk 6ket.

Egy nappal a kezelés el6tt a sejteket hat centiméteres petri-csészékbe raktuk Ki
(3x10° sejt/csésze) és masnap szérum-megvonast alkalmaztunk apoptozis kivaltasa
érdekében a rezveratrol, illetve a kiilonboz6 jelatviteli utvonalak gatloszereinek
jelenlétében, vagy hianyaban. Az N-acetilcisztein, a benzo(a)pirén, a trimetoxiflavon, a
tamoxifen, a fulvesztrant, az dsztradiol és a klorokin kezelés a szérum-megvonassal

és/vagy a rezveratrol kezeléssel egyidejiileg tortént.

A “sejtment6” hatas vizsgalatakor, harom oras szérum-megvonast kovetéen egészitettiik

ki rezveratrollal a sejtkultura tapoldatot.

3.3 A kaszpaz-3 aktivitds mérése

A kaszpaz aktivitas vizsgalatahoz, meghatarozott (3, 4,5 és 6 0ras) kezelési periodusokat

kovetden a sejteket foszfat pufferes sooldattal (PBS) mostuk és tripszin-EDTA oldattal
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szedtlk fel. A citoszol kivonatot hipotonias lizis puffer, majd 0,6% Nonidet P40
alkalmazasaval készitettiik, Andrews és Faller mddszere szerint (139).

A rezveratrol direkt kaszpaz gatlé hatasanak vizsgalatara, a rezveratrolt a szérum-
megvonasban részesult fibroblasztok citoszol kivonatahoz adtuk hozza, kdzvetlenil a
kaszpdz-3 aktivitas mérést megel6zOen. A vizsgalathoz az Ac-VAD-CMK-t, egy nem-
szelektiv direkt kaszpdz inhibitort hasznaltuk pozitiv kontrollként, 20 pM

koncentraciéban.

A kaszpéz-3 aktivitast a kereskedelemben elérheté kittel mértiik, a gyartd utasitasat
kovetve, Fluoroskan Ascent FL Microplate spektrofluorométert (ThermoFisher
Scientific) alkalmazva. A mintdkhoz kaszpaz szubsztratot (Ac-DEVD-AMC) adtunk és a
szubsztrat hasitasa soran felszabadulé AMC fluoreszcencidjat 460 nm-en detektaltuk
fluoreszcens télca leolvasdval, 355 nm-es gerjesztés mellett.

A kaszpaz-3 aktivitast a minta Lowry mddszere alapjan (140) meghatarozott fehérje
tartalmara normalizaltuk, nmol hasitott szubsztrdt/mg protein/harom dra egységben

fejeztik ki és aranyosan a kontroll értékeéhez viszonyitva abrazoltuk.

3.4 A laktat-dehidrogenaz enzim felszabaduldsanak mérése

A fibroblaszt sejtek életképességét a laktat-dehidrogenaz (LDH) enzim felszabadulasénak
mérése altal, a Promega cégtdl vasarolt CytoTox-One® Kit segitségével vizsgaltuk. A
mérést a kit leirasanak megfeleléen végeztiik, a fluoreszcenciat 590 nm-en detektaltuk
Fluoroskan Ascent FL Microplate spektrofluorométer segitségével, 530 nm-es gerjesztés
mellett. Az adatok kiértékelése a kit leirasaban javasolt médon tortént.

35 A ROS termelodés tanulmanyoziasa valamint a  mitokondrialis

membranpotencial valtozasanak vizsgalata JC-1 festéssel

A harom o6ras kezelési periodust kovetden a fibroblaszt sejteket PBS-sel mostuk és
tripszin-EDTA oldattal felszedtiik, majd 1 uM HE-t, 2 uM DCFDA-t vagy 5 uM JC-1
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festéket tartalmazé PBS-ben reszuszpendaltuk. Harminchét °C-on torténé 30 perces
inkubaciot kdvetden a sejtszuszpenziot lecentrifugaltuk (450g, 5 perc, szobahd), PBS-sel
mostuk és Fluoroskan Ascent FL Microplate spektrofluorométer segitségével a mintak
fluoreszcenciajat a kovetkez6 hullamhosszakon detektaltuk: DCFDA — 485 nm
(gerjesztés)/538 nm (emisszid), HE — 530 nm (gerjesztés)/590 nm (emisszid), JC-1 — 485
nm (gerjesztés)/538 nm (emisszio) és 485 nm (gerjesztés)/590 nm (emisszid). A
mitokondridlis membranpotencidl  depolarizaciéjanak mértékét a  zo6ld/piros

emisszidintenzitas-arany segitségével adtuk meg.

3.6 A sejtben lévé savas sejtalkotok tanulmanyozasa akridin-narancs festéssel

A sejteket 24 lyuku szdvettenyészté lemez egy-egy edényébe elhelyezett kerek Ulveg
fedélemezre ndvesztettiik, majd harom 6rds szérum-megvondast alkalmaztunk 200 uM
rezveratrol jelenlétében illetve hianyaban. A kezelési id6 lejartaval a sejteket PBS-sel
percig 37 °C-on. Az inkubaciot kovetden a feddlemezeket PBS-sel mostuk és a sejtekrol
fluoreszcens felvételeket készitettlink epifluoreszcens mikroszkép  (Olympus
Corporation, Tokio, Japan) segitségével.

3.7 Western Blot analizis

A kezelt és kezeletlen fibroblaszt sejtkultirakbol teljes sejtlizatumot készitettiink, majd a
mintdkon  Western-blot  analizist  végeztink. A  sejtlizatum  készitéséhez
radioimmunprecipitaciés assay (RIPA) puffert hasznaltunk, aminek az Osszetétele a
kovetkezd volt: 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 0,5%
natrium deoxikolat és 0,1% natrium-dodecil-szulfat (SDS). A mintak teljes
fehérjetartalmat Bradford modszer segitségével hataroztuk meg (141). A lizatumhoz
Lemmli puffert (0,1% 2-merkaptoetanol, 0,0005% brémfenolkék, 10% glicerin, 2% SDS,
63 mM Tris-HCI (pH 6,8)) adtunk és a mintat 5 percen keresztiil 95°C-on tartva,
denaturaltuk azt, majd 30 pg fehérjét vittiink fel az egyes zsebekbe. A mintakat 15% SDS-
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poliakrilamid gélen futtattuk. Az elvéalasztas utan a fehérjéket PVDF membranra vittik
at. A membranhoz ko6t6dott fehérjéket 0,1% Tween 20-at tartalmazo TRIS-szel pufferelt
sooldatban (TBST) oldott 2% sovany tejporral vagy 5% BSA-val blokkoltuk egy oraig.
A primer antitesteket (1. tablazat) egy éjszakan at hagytuk a membranon (4°C). Masnap
a membréanokat TBST-vel mostuk haromszor 10 percig, ezt kdvetden tormaperoxidazzal
konjugélt maéasodlagos antitestekkel (1. tablazat) inkubaltuk egy Oran A&t
szobahOmérsékleten. Az immunreaktiv sdvokat, vagyis a specifikus fehérjéket
kemilumineszcens maodon, rontgenfilmen tettlik lathatéva Pierce ECL Western Blot
reagenst alkalmazva. A fehérjeexpresszid kvantifikaldsdhoz denzitometrias analizist
végeztlink az Image J szoftver segitségével (National Institute of Health, Bethesda, MD,
USA). Az eredmeények kiertékelésénél az LC3-1I/LC3-1 denzitasaranyt alkalmaztuk,
illetve a p62-specifikus savok optikai denzitdsat mindig ugyanazon mintdk GAPDH-

specifikus savjaira normalizéltuk.

1. tdblazat: Az alkalmazott antitestek tulajdonsagai

Elsédleges antitestek

Az antitest Az alkalmazott Blokkol6 anyag A faj, amiben
specifitasa higitas (TBST-ben oldva) | termeltetve lett
LC3 A/B 1:1000 5% BSA oldat nyul
p62 1:1000 5% BSA oldat nyul
GAPDH 1:10000 2% sovany tejpor egér

Masodlagos antitestek

Az antitest Az alkalmazott Blokkol6 anyag A faj, amiben

specifitasa higitas (TBST-ben oldva) | termeltetve lett
Nyul 1gG 1:2000 5% BSA oldat kecske
Egér IgG 1:2000 2% sovany tejpor kecske
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3.8 Statisztikai analizis

Az értekezésben szerepl6 adatokat rendre atlag + széras formaban adtuk meg minimum
harom parhuzamos mérés eredményei alapjan. Az eredményeket a kontrollhoz
viszonyitott ndvekedéskent abrdzoltuk. A statisztikai kilonbségek kiértékeléséhez
kétmintas t-probat vagy tobbszords dsszehasonlitasok esetén egyszempontos ANOVA-t
alkalmaztunk. ANOVA esetén az egyes csoportok kozotti szignifikancia meghatarozasat
Sidac-féle post hoc teszt segitségével végeztik. Egy kilonbséget akkor tekintettiink
statisztikailag szignifikansnak, ha a p értéke kisebb volt, mint 0,05. A statisztikai analizis
a Prism 6.0 szoftver (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) segitségével késziilt.
A szamitasokhoz és az abrak készitéséhez a Microsoft Excel (Microsoft Corporation,
Redmond, WA, USA), a SigmaPlot 12 (Systat Software Inc., San Jose, CA, USA) és az
Adobe Photoshop (Adobe Systems, San Jose, CA, USA) programokat hasznaltuk. Az
egyes kisérleteket egyenként legaldbb haromszor megismeteltik. Az abrak az Osszes

elvégzett kisérlet eredményeinek atlagat reprezentaljak.
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4. Eredmeények

4.1 A rezveratrol hatdsa a szérum-megvonas indukalta kaszpaz-3 aktivaciora

Primer egér fibroblasztokon a szérum-megvonas mar harom-hat 6ra alatt nagymértékii
kaszpaz-3 aktivaciét eredményezett (P<0,001). A rezveratrol védé hatasanak
értékeléséhez szérum-megvonassal egyidejilleg a sejteket a vegyiilet kiilonb6z6
koncentracioéival (10, 25, 50, 75, 100, 200 uM) kezeltiik. A rezveratrol dozisfiiggéen
gatolta a kaszpaz-3 aktivaciot 66,3 13,81 uM-os IC50 értékkel. Teljes mértékii kaszpaz-
3 gatlast harom oOra szérum-megvonast kovetéen 200 uM-0s rezveratrol koncentracioval

értlink el, igy a tovabbi kisérletekhez ezt a koncentraciot hasznaltuk (7. abra).
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7. abra: A rezveratrol hatasa a szérum-megvonas-indukalt kaszpaz-3 aktivaciora. A
rezveratrol doézisfiiggoen gatolta a kaszpaz-3 aktivaciot harom oOra szerum-
megvonast kovetéen. A kaszpaz-3 aktivitds kontroll értéke szérum-megvonas
nélkul: 1,76+0,097 nmol/mg/harom dra. A p értékek a rezveratrollal nem kezelt,
szérum megvont csoporthoz tértént hasonlitasra vonatkoznak.
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A védo hatas még hat 6ra szérum-megvonas utan is megfigyelhet6 volt (8. bra). Mivel a
szérum-megvonas altal kivaltott kaszpaz-3 aktivacio és a rezveratrol védé hatisa mar
harom dra szérum-megvonast kdvetden is szignifikans volt, a tovabbi kisérletek soran a

harom Oras megvonast alkalmaztuk a kaszpaz-3 aktivacio kivaltasara.
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p < 0,001 p < 0,001
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8. abra: Kétszaz pM rezveratrol (REZ) hatésa a kaszpéz-3 aktivaciora harom, négy
és fél és hat dra szérum-megvonast (SzM) kovetéen.
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A rezveratrol direkt kaszpaz gatl6 hatadsanak vizsgalatéra, a rezveratrolt nem a sejtkultdra
tapoldathoz adtuk hozza, hanem kozvetlenil a szérum-megvonasban részesilt
fibroblasztok citoszol kivonatahoz. A rezveratrol ezen kérilmények kozott direkt kaszpaz
gatlé hatast nem mutatott, mig a pozitiv kontrollként hasznalt nem-szelektiv direkt

kaszpaz inhibitor Ac-VAD-CMK teljes mértékben gatolta a kaszpaz-3 aktivitast (9. &bra).
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9. abra: A rezveratrol direkt kaszpaz gatlé hatasanak vizsgalata. Kétszaz pM
rezveratrol (REZ) és 20 pM nem-szelektiv direkt kaszpaz inhibitor Ac-VAD-CMK
hatasa a kaszpaz-3 aktivitasra harom ora szérum-megvonast (SzM) kovetden,
kozvetlenll a szérum-megvonasban részesilt fibroblasztok citoszol kivonatahoz
hozzaadva.
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4.2 A rezveratrol “sejtment6” hatiasa a mar aktivalédott kaszpaz-3-ra

Megvizsgaltuk, hogy a rezveratrol képes-e a mar aktivalddott kaszpaz-3 aktivitast
csokkenteni. Harom 06rés szérum-megvonast kovetéen a primer fibroblasztok tapoldatat
200 uM-os rezveratrollal egészitettlik Ki és tovabbi két ora varakozas utdn megmertik a
kaszpaz-3 aktivacio mértékét. A rezveratrol ekkor is jelentésen csokkentette a kaszpaz-3
aktivitast. A vegylilet nemcsak a tovabbi kaszpaz aktivaciot akadalyozta meg, de a kezdeti
harom Ora szérum-megvonas utdn mért kaszpaz-3 aktivitast is tovabb csokkentette. A
Kisérlet eredménye alapjan feltételezhetjlik, hogy a rezveratrol nem Kkizarolag védo,

hanem sejtment6 hatassal is rendelkezhet (10. &bra).
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p = 0,008
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10. abra: A rezveratrol sejtmenté hatiasa a kaszpaz-3 aktivaciora. Kaszpaz-3
aktivitas hdrom éra szérum-megvonast (SzM) kovetden torténé 200 pM rezveratrol
(REZ) kezelés és tovabbi két 6ra varakozas utan.
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4.3 A rezveratrol csokkentette a szérum-megvonas hatdsara megnovekedett

laktat-dehidrogenaz enzim felszabadulast

A fibroblasztsejtek eletképességenek vizsgalatara a laktat-dehidrogendz enzim kibocsatas
mértékének meghatarozasat alkalmaztuk, hogy megtudjuk a rezveratrol kaszpéaz-3 gatlo
hatdsa egydtt jar-e a sejtek életképességének javulasaval. Az eredmények azt mutattak,
hogy 24 dra szérum-megvonast kovetdéen csokkent a sejtek életképessége, melyet

egyidejii 200 uM rezveratrol kezelés jelentdsen mérsékelt (11. abra).
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11. abra: Kétszaz pM rezveratrol (REZ) hatasa a sejtek csokkent életképességére
huszonnégy 6ra szérum-megvonast (SzM) kovetéen.
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4.4 A rezveratrol kaszpaz-3 aktivacidra Kifejtett hatdsaban szerepet jatszo
jelatviteli ttvonalak vizsgalata

Annak érdekében, hogy kideritsiik milyen jelatviteli Gtvonal jatszik fontos szerepet a
rezveratrol hatasédban, p38, JNK, ERK, PI3K, mTOR kindz utvonalak és SIRT1
gatloszerek jelenlétében megvizsgaltuk (2. tablazat), hogy valtozik-e a rezveratrol

hatasara a kaszpaz-3 aktivacio mérteke.

2. tablazat: A vizsgalt jelatviteli uUtvonalak specifikus gatloszerei és azok
koncentracioi.

Jelatviteli utvonal Gétldszer Koncentracio (uM)
p38 SB 202190 50
JNK SP 600125 50
ERK PD 184352 50
PI3K Wortmannin 10
SIRT1 EX-527 5
MmTOR Rapamycin 0,1

Az eredményeink alapjan, az emlitett gatloszerek kozil kizérélag a p38 MAPK
gatloszere, a SB 202190 szintette meg a rezveratrol védo, kaszpaz-3 aktivaciot gatlo
hatasat (12. abra). Az mTOR utvonal géatldszere, a rapamycin nem volt hatassal a
rezveratrol protektiv tulajdonsdgara, bar dnmagaban hasonld, de sokkal gyengébb
preventiv hatast mutatott, mint a rezveratrol, a szérum-megvonas altal indukalt kaszpaz-

3 aktivacio tekintetében.
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12. &bra: Keétszaz pM rezveratrol (REZ) hatdsa a harom 6ras szérum-megvonas
(SzM) indukalta kaszpaz-3 aktivaciora a p38, JINK, ERK, PI3K, mTOR és SIRT1
utvonalak gatloszereinek jelenlétében.
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4.5 Az aromas szénhidrogén receptor Utvonal szerepének vizsgélata a rezveratrol

kaszpaz-3 aktivacioval szemben jelentkezé protektiv hatasaban

A rezveratrol protektiv hatadsaban feltételezhetéen szerepet jatszé receptorok felderitése
érdekében kisérleteket végeztiink a specifikus AHR agonista benzo(a)pirén és az AHR
antagonista trimetoxiflavon jelenlétében. Bar 6nmagaban sem az AHR agonista, sem az
antagonista vegyulet nem okozott relevans valtozast a kaszpaz-3 aktivacioban, szérum-
megvonas jelenlétében mindkét vegyulet szignifikdnsan fokozta a kaszpédz aktivacid
mértékét. Mindemellett, az AHR agonista és antagonista vegylletek a rezveratrol
kaszpaz-3 aktivacidra gyakorolt preventiv hatasat csak elhanyagolhatdé mértékben
befolyasoltak (13. abra).
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13. abra: Ketszaz M rezveratrol (REZ) hatasa a harom oOras szérum-megvonas
(SzM) indukalta kaszpéz-3 aktivaciora az AHR agonista 1 pM benzo(a)pirén (BAP)
[A] és az AHR antagonista 10 uM trimetoxiflavon (TMF) jelenlétében [B].
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4.6 Az Osztrogén-receptor Utvonal szerepének vizsgalata a rezveratrol kaszpaz-3

aktivacioval szemben jelentkez6 protektiv hatasaban

Annak érdekében, hogy kideritsiik, hogy az 0sztrogén receptornak szerepe van-e a
rezveratrol protektiv hatasaban, el6szor az egyik leggyakrabban alkalmazott
antidsztrogén vegyulettel, a tamoxifennel végeztink kisérleteket. A mért adatok alapjan,
a tamoxifen nem befolyasolta a rezveratrol citoprotektiv hatasat, habar rezveratrol
hianyaban, a tamoxifen Onmagaban erételjes preventiv hatast mutatott a szérum-

megvonas indukalta kaszpaz-3 aktivacidval szemben (14. &bra).
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14. abra: Kétszaz M rezveratrol (REZ) hatasa a harom oOras szérum-megvonas
(SzM) indukalta kaszpaz-3 aktivacidéra az antiosztrogén tulajdonsadgu 200 pM
tamoxifen (Tam) jelenlétében.
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Tovébb vizsgalva az 6sztrogén receptor szerepét azt taldltuk, hogy a tamoxifennél
szelektivebb, tiszta 6sztrogén receptor antagonista fulvesztrant és az agonista dsztradiol
egymashoz hasonléan viselkedtek, nevezetesen mindkét vegyulet szignifikans mértékben
potencirozta a szérum-megvonast kovet6 kaszpaz-3 aktivaciot, de egyik sem befolyasolta

jelentés mértékben a rezveratrol protektiv hatasat (15. abra).
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15. &bra: Keétszaz pM rezveratrol (REZ) hatdsa a harom 6ras szérum-megvonas
(SzM) indukalta kaszpaz-3 aktivaciora a tiszta dsztrogen receptor antagonista 0,1
uM fulvesztrant (Fulv) [A] és az agonista 0,1 pnM 0sztradiol (Osztr) jelenlétében [B].
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4.7 Az antioxidans sajatossag szerepe a rezveratrol preventiv hatasaban

Tekintve, hogy a p38 kinaz ttvonal els6sorban intracellularis stressz hatasara aktivalodik
(142), és a rezveratrol pro- és antioxidans tulajdonségat is leirtak mar (26), tgy gondoltuk,
hogy a reaktiv oxigén gyokok csalddjanak szerepe lehet a szérum-megvonas-indukalt

kaszpaz-3 aktivacionak és/vagy a rezveratrol véd6 hatasanak kialakulasaban.

Annak tisztazasara, hogy a rezveratrol sejtvédd hatasa az antioxidans tulajdonsaganak
koszonhet6-e, megvizsgaltuk a jol ismert antioxidans, az N-acetilcisztein (NAC) hatasat
a szérum-megvonast kovetd kaszpaz-3 aktivacioban. Varakozésainkkal ellentétben a
szérum-megvonas miatt bekovetkezé kaszpaz-3 aktivacié az N-acetilcisztein hatasara
nem csokkent, s6t még novekedett is a mértéke. Ugyanakkor, a rezveratrol képes volt az

igy megndvekedett kaszpaz-3 aktivacio kivédésere is (16. abra).
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16. abra: Kétszaz pM rezveratrol (REZ), 5 mM N-acetilcisztein (NAC) és
kombinécidjuk hatésa a kaszpaz-3 aktivaciora harom ora szérum-megvonast (SzM)
kovetoen.
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4.8 A mitokondrium szerepének vizsgalata a rezveratrol kaszpéaz-3 aktivacioval

szemben jelentkez6 protektiv hatasaban

A p38 jelatviteli atvonal szerepének igazoldsa a rezveratrol citoprotektiv hatdsanak
hatterében és az antioxidans NAC eltérd hatasa, felvetette az enyhe intracellularis stressz
jelentOségét ezen sejtvédd hatasban. Ezért a tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a
mitokondridlis membranpotencial valtozasa es a reaktiv oxigén szarmazékok (ROS)

termel6dése szerepet jatszik-e a rezveratrol hatdsmechanizmuséaban.

A mitokondrialis membranpotencial valtozast a JC-1 festék jelenlétében, fluoreszcens
modszerrel mértik. A JC-1 az er6sen polarizalt, azaz funkcioképes és aktiv
mitokondriumok belsejében un. J-aggregatumot képez; a nem funkcioképes vagy nem
aktiv (azaz depolarizalt) mitokondriumokban pedig monomer allapotban van jelen, a
festek fluoreszcens tulajdonsdga ennek megfeleléen valtozik. A JC-1 molekulak
aggregalt formdja piros szinnel jelzi a funkcidjat megtartott mitokondriumokat, mig a JC-
1 monomerek zold szintiek. A zdld/piros szin aranya jol jellemzi a mitokondrialis
membréanpotencidl valtozast. A ROS-ok szerepét az elsésorban szuperoxidokra érzékeny
HE ¢és a f6leg hidrogén-peroxidra érzékeny DCFDA fluoreszcens indikatorok

jelenlétében tanulmanyoztuk.

Meérési eredmeényeink alapjan a szérum-megvonas nem befolyasolta jelentdsen a
mitokondridlis membranpotencialt és 6nmagaban a rezveratrol is csak csekély mértéki
membran depolarizaciot okozott a szérummal ellatott sejtekben. Ezzel ellentétben,
szérum-megvonas jelenlétében a rezveratrol szignifikansan csokkentette a mitokondrialis
membréanpotencidl mértékét (17. dbra). Sem a szérum-megvonas, sem a rezveratrol, sem
ezek kombinacidja nem modositotta jelentés mértékben a ROS termelddés mértékét (az

adatokat nem mutatjuk).

57



DOI:10.14753/SE.2021.2339

0
N -
g8b NS
(T
> p < 0,001
£
p < 0,001
7 4 -
: T
]
c
U
|
(4]
o 31
<
o
el
S
£ 21
>
c NS =
Ry ]
|
3]
[71] 1 4 T
o]
=
o
ke
iQ
-0
-
) N 4V 4%
S &° g & &
(&)
¥ oy

17. abra: A szérum-megvonas (SzM), a 200 uM rezveratrol (REZ) és kombinaciojuk
hatdsa a mitokondridlis membranpotencial depolarizaciora, JC-1 fluoreszcens
indikatorral torténé meghatarozas alapjan. A megemelkedett zold/piros
fluoreszcencia arany a mitokondrialis membran depolarizaciojara utal.
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4.9 Az autofagia szerepének vizsgélata a rezveratrol kaszpéz-3 aktivacioval

szemben jelentkez6 protektiv hatasaban

Mivel kordbban mar Osszefliggésbe hoztdk a rezveratrol bizonyos hatésait autofagiat
indukalo tulajdonsagaval, a tovabbiakban arra kerestiink valaszt, hogy a vegyiilet sejtvédd

hatasa is 0sszefiliggésbe hozhato-e ezen tulajdonsaggal.

A savas sejtalkotok akridin-narancs festéssel torténé tanulmanyozasa soran azt
tapasztaltuk, hogy mar 6nmagaban a szérum-megvonas és a rezveratrol kezelés, illetve
ezek kombinacidja is novelte a savas vakudlumok szamat, mely az autofagoszémak

fokozott képz6désére utalt (18. abra).
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18. abra: A rezveratrol hatadsa az autofagiara. A szérum-megvonas, a 200 uM
rezveratrol és kombinaciojuk hatasa a savas vakuolumok képzodésére. A sargas-
narancs pottyok a citoplazmaban a savas vakuolumokat reprezentéaljak.
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Az autofdgia szerepének tovabbi vizsgalatdhoz, a jol ismert autofagia inhibitor
vegylletet, a klorokint alkalmaztuk, mely teljes mértékben meggatolta a rezveratrol
protektiv hatasanak megjelenését. S6t mi tobb, a szérum-megvonas indukalta kaszpaz-3
aktivacio meg tovabb fokozodott, mikor a rezveratrolt és a klorokint egyidejiileg
alkalmaztuk. A klorokin kezelés 6nmagaban ugyanakkor nem befolyasolta a szérum-
megvonas altal kivaltott kaszpaz-3 aktivaciot (19. &bra).
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19. abra: A rezveratrol hatdsa az autofagiara. Az autofagia inhibitor, 100 pM
klorokin (Klor) hatasa a 200 uM rezveratrol (REZ) protektiv hatésara a szérum-
megvonas (SzM) indukalta kaszpaz-3 aktivacioval szemben.
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Ezt kovetden az LC3 és p62 fehérjék, az autofagia korai és kései markereinek
expressziojat tanulmanyoztuk Western blot technikaval. Azt tapasztaltuk, hogy az LC3-
I1/LC3-I fehérje expressziods arany szignifikansan megndtt a szérum-megvonas hatasara,
melyet a kiegészité rezveratrol kezelés mar nem valtoztatott meg jelentésen. A szérum-
megvonas 6nmagaban nem befolyésolta a p62 fehérje szintjét, de rezveratrol kezelés
hatasara nagymértékben fokozodott a p62 fehérje degradacié a szérum-megvonasban
részesilt sejtekben, mely az autofagids fluxus novekedésére enged kovetkeztetni
(20. abra).
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20. abra: A rezveratrol hatasa az autofagiara. Az autofagia marker proteinek
expresszidja. A szérum-megvonas (SzM), a 200 pM rezveratrol (REZ) és
kombinacidéjuk hatasa az LC3-1I/LC3-1 aranyra [A] és a p62 protein

=z =7
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5. Megbeszeélés

A rezveratrol apoptézisra kifejtett hatasa ellentmondésosnak tlinhet, hiszen szamos
irodalmi adat beszamolt mér antiapoptotikus tulajdonsagarol, ugyanakkor citoprotektiv
hatasa is ismert. A kettOs hatas hatterében feltehetbleg a rezveratrol kezelés valtozo dézisa
¢s idoOtartama, valamint a vizsgalatokban szerepld sejtek kiilonbézo tipusa all. A
rezveratrol eltér6 hatast fejt ki az apoptozisra nem-transzformalt és transzformalt sejtek
esetében (12, 22). Az értekezésben bemutatott munka soran célunk a rezveratrol sejtvédo
hatdsénak tanulmanyozasa volt, ezért primer egér fibroblasztokat hasznaltunk nem-
transzformalt sejtmodellként. Kimutattuk a rezveratrol véd6 hatasat szérum-megvonas
indukalta kaszpaz-3 aktivacié ellen és torekedtliink a vegyllet citoprotektiv hatdsanak
hatterében meghlz6do folyamatok megismerésére. Megvizsgaltuk, hogy a rezveratrol
bizonyos farmakoldgiai hatasaival leggyakrabban kapcsolatba hozott két receptor, az
aromas szénhidrogén és 0sztrogén receptorok részt vesznek-e a kaszpaz-3 aktivaciot
Kivédé hatasaban, valamint tanulmanyoztuk kiilonboz6 jelatviteli utvonalak (P13-
Kindz/Akt/mTOR; p38 MAPK/INK/ERK; SIRT1) szerepét is a védo hatasban. Az
utobbiak kozil a p38 MAPK utvonal jelentdségét igazoltuk. Kimutattuk, hogy a
rezveratrol antioxidans hatasa 6nmagaban nem lehet magyarazata sejtvédd hatasanak.
Igazoltuk, hogy a mitokondrialis 1égzési lancra Kifejtett hatasa és az autofagia indukcio is

fontos szerepet jatszanak citoprotektiv hatsaban.

5.1 A-rezveratrol hatasa a szérum-megvonas indukalta kaszpaz-3 aktivaciora és a

sejtek életképessegére

A rezveratrol hatasosnak bizonyult a szérum-megvonas indukalta kaszpaz-3 aktivacio
gatlasara primer embrionalis egér fibroblaszt sejteken és ndvelte a sejtek életképességét
is. Ezek az eredmények parhuzamba vonhatdk korabbi kisérletek eredményeivel, melyek
a rezveratrol sejtvéd6 hatasat vizsgaltak sejtkultdraban, kiilonboz6 karos stimulusokkal
szemben (11, 12, 20, 143). A jelen kisérletekben 200 uM-0s rezveratrol koncentraciéval
sikerililt a legnagyobb mértékli citoprotektiv hatast kivaltani. A rendelkezésre 4llo

irodalmi adatok egy részében mar alacsonyabb koncentraci6 is elegendd volt a kiilonb6zd
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karos stimulusok sejtold hatasanak gatlasahoz. Egy kisérletben PC12 idegsejt vonalon
hiperglikémiaval idéztek el glukdz-neurotoxicitast. Tiz pM-0s rezveratrol elékezelés az
oxidativ stressz meérséklesével gatolta az apoptdzist €s novelte a sejtek életképességét
(71). Egy masik tanulmanyban szintén PC12 sejteket vizsgalva, B-amyloid peptidekkel
hoztak létre a karosodast. A 25 uM-0s rezveratrol elékezelés gatolta az apoptozist kivalto
hatast (144). Egy tovabbi kisérletben 20 uM rezveratrol sikeresen gatolta a bronchilis
epitelialis sejtek apoptdzisat 2%-os cigarettafiist kivonattal torténd karositast kovetden
(12), és ugyanezt a hatékony dozist irtak le hidrogén-peroxiddal kivaltott apoptozis esetén
egér HOC2 kardiomioblasztokban (13). Ezzel szemben més tanulméanyokban a jelen
eredményekhez hasonléan a legkifejezettebb citoprotektiv hatast 100-200 uM-0s
rezveratrol koncentracional tapasztaltak. Nyul izuleti kondrocitasejtek esetében
nitroprusszid-natrium kezelés hatasara jelent6sen fokozodott az apoptdzis mertéke,
amelyet a 100 pM-o0s rezveratrol elékezelés csokkentett (27). Hasonloképpen,
RAW264.7 makrofagok vizsgalatakor szintén a 100 pM-0s rezveratrol koncentracio
bizonyult hatékonynak. A vizsgalatban az arterioszkler6zis eseményeit modellezve,
apoptozist indukald oxidalt-LDL-t adagoltak a sejtek tapoldatdhoz. Az oxidalt-LDL a
makrofagok fokozott apoptozisat eredményezte és jelentésebbé valt a makrofag-habsejt
atalakulds, mely hatdsokat a rezveratrol el6kezelés szignifikansan mérsékelt (104).

Feltételezhetden, a hatékony dozis a sejtek tipusatol €s a karosodas intenzitasatol fligg.

A rezveratrol kezelés hatdsa az apoptdzisra nemcsak a vegyilet alkalmazott
koncentraciojatol, de a kezelés idotartamatol is fiigg. A hatdsos idOtartam szintén a kezelt
sejtek tipusa és a karosodas mértéke alapjan valtozik. A rezveratrol sejtvédé hatasat
igazolo fenti kisérletek megegyeznek abban, hogy a rezveratrolt elékezelésként
alkalmaztak. Mi a kisérleteinkben elékezelés helyett a rezveratrolt a szérum-megvonassal
egyidejiileg adtuk a sejtek tapoldatdhoz és igy igazoltuk a vegyiilet sejtvédd
tulajdonsagat. Mindemellett igazoltuk azt is, hogy ha a rezveratrolt utélag, mar harom éra
szérum-megvonast kovetden adtuk a sejtekhez, a vegyiilet mintegy utodlagos kezelésként
is képes volt mérsekelni a mar megemelkedett kaszpaz-3 aktivitast. Feltételezhetd tehat,
hogy a rezveratrol nem kizardlag védé, hanem sejtmentd hatassal is rendelkezik a
fokozott kaszpaz-3 aktivitas tekintetében, mely tulajdonsagat, legjobb tudoméasunk

szerint, els6ként mi kozoltiik.
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52 A rezveratrol Kkaszpdz-3 aktivaciora Kkifejtett hatdsa mogott a

p38 kinaz utvonal szerepe feltételezhet6

A rezveratrol kiilonb6z6é farmakologiai hatdsai hatterében szamos jelatviteli utvonal
szerepe valdsziniisithetd. A PI3-kindz/Akt (25, 71), a p38 MAPK/JNK/ERK jelatvitel
(13, 23, 24, 104), az mTOR (131) és a SIRT1-et (10, 12, 59) érinté utvonalak mind
szerepet jatszhatnak a rezveratrol citoprotektiv hatasaban. Kisérleteink eredményei
alapjan a fenti jelatviteli dtvonalak kozul a p38 kindz szerepe igazolodott be a rezveratrol
szérum-megvonast kovetd kaszpaz-3 aktivacio kivédésében. Jollehet az irodalmi adatok
alapjan a rezveratrol p38 kinazra kifejtett hatasai meglehetdsen ellentmondasosak.
Leirtak ugyanis, hogy a rezveratrol a p38 MAPK utvonal aktivalasa altal autofagiat
indukalt és ezaltal citoprotektiv hatast mutatott hidrogén-peroxiddal Kivaltott
apoptozissal szemben H9c2 embriondlis patkany szivizomsejteken (13). Ugyanakkor
Kimutattdk azt is, hogy a rezveratrol a p38 Gtvonal down-regulécidja révén volt képes
érsimaizom és makrofag sejtek apoptozisanak csokkentésére (104, 145). Tovabba az is
ismeretes, hogy bizonyos kortilmények kozott a rezveratrol altal regulalt p38 MAPK
sejthalélt okozo informaciokat is kdzvetithet. JB6 limfoma sejteken példaul, a p38 kinaz
utvonalak aktivécidjaval a rezveratrol apoptézist indukalt (105). Mindezek alapjan az a
kovetkeztetés vonhato le, hogy a p38 kettds szereppel bir a sejt sorsat illetden, a sejt
tuléléséert és halalaert is felelhet. Adams és munkatéarsai szerint a p38 kindzok
apoptdzisban betdltott funkcidi a vizsgalt sejttipustol, a stimulus tipuséatol és a p38
izoformatol is fliggenek (146).

53 A rezveratrol lehetséges receptorialis tamadaspontjainak vizsgalata

citoprotektiv hatasaval dsszefliggésben

A rezveratrol bizonyos hatésai kapcsolatba hozhatok az AHR-hoz valé kotédésével és
sejtvédd hatasat kimutattdk a dioxin és egyéb AHR ligandumként szadmon tartott toxikus
vegyuletekkel szemben is, ezaltal feltételezve a citoprotektiv hatds mogott esetlegesen
rejlé AHR inhibitor tulajdonsagot (47, 147, 148). Bar jelen kisérletben, az AHR agonista
és antagonista vegytletek a rezveratrol kaszpaz-3 aktivaciora gyakorolt preventiv hatasat
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csak elhanyagolhatd mértékben befolyasoltak, érdekes mddon szérum-megvonas
jelenlétében mindkét vegyilet szignifikansan fokozta a kaszpaz-3 aktivacio mértékeét.
Ezen eredmények ¢€s korabbi tanulmanyok alapjan is feltételezhetd, hogy valdsziniileg
mind az AHR agonista benzo(a)pirén, mind az AHR antagonista trimetoxiflavon direkt
befolyassal birnak a kaszpaz-3 aktivaciora (149, 150), a rezveratrol kaszpaz-3 aktivaciot
kivédo hatasa viszont fiiggetlen az AHR-0k aktivaciojatol vagy gatlasatol.

A rezveratrolt gyakran azonositjadk Ugy, mint egy 0sztrogén-receptor modulator
vegyliletet és szdmos farmakoldgiai hatést tulajdonitanak ezen sajatsaganak, bar az erre
vonatkozd irodalmi adatok és elképzelések nem egységesek. A vegyiilet GH3
prolaktindma sejtekben példaul 6sztrogén-receptor agonistaként apoptozist indukalva
mutatott tumorellenes hatast (54), ugyanakkor endometrialis karcindbmasejtekben kifejtett
antiproliferativ hatasat, legalabbis részben, antagonista hatdsaval magyaraztdk (53).
Molekuladinamikai szimulaciokkal ravilagitottak arra, hogy a rezveratrol sokkal inkédbb
egy szelektiv 6sztrogén-receptor modulatorként viselkedik és a tényleges hatasa nagyban
fiigg a cellularis kornyezettdl és egyéb ko-regulator proteinek jelenlététol (151). Az
altalunk végzett vizsgalatokban a tamoxifen nem befolyasolta a rezveratrol kaszpaz-3
aktivaciora kifejtett hatasat, sét a rezveratrolhoz hasonldan képes volt kivédeni a szérum-
megvonas indukalta kaszpaz aktivaciot. Erdemes azonban megjegyezniink, hogy a
tamoxifen nem tisztdn Osztrogén-receptor antagonista hatasd, hanem egy alacsony
intrinzik aktivitassal rendelkez6 parcialis agonista vegyiilet, mely a fenti tulajdonsagan
Kivil sz&mos egyéb bioldgiai hatéssal is rendelkezik, tobbek kodzott az autofagiéra is
befolyassal van (152, 153). Az 0&sztrogén-receptoroknak a rezveratrol kaszpaz-3
aktivaciot kivédd hatasaban betoltott lehetséges szerepének tisztdzasa érdekében a tiszta
Osztrogén-receptor antagonista fulvesztrant és agonista 6sztradiol vegyiletekkel is
vizsgélatokat vegeztiink. Az antagonista fulvesztrant nagymértékben potencirozta a
szérum-megvonas okozta kaszpaz aktivaciot, mely alapjan feltételezhetjuk, hogy az
endogén Osztrogén egy erdteljes protektiv hatdssal rendelkezhet a kiilonbozd artalmas
inzultusokkal szemben. Mindemellett, a fulvesztrant csupan egy enyhe, nem szignifikans
novekedést okozott a rezveratrol jelenlétében mért szérum-megvonas altal indukalt
kaszpaz-3 aktivacioban. Ez az enyhe novekedés valdszintileg azzal magyarazhato, hogy
a fulvesztrant olyan nagymértékben sulyosbitotta a szérum-megvonas indukalta kaszpaz-

3 aktivacid meértékét, melyet a rezveratrol kezelés mar nem volt képes teljesen
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ellensulyozni. A vizsgalat eredményei tovabba azt sugalljék, hogy a rezveratrol a kaszpaz
aktivaciot kivédo hatasat az 0sztrogén-receptoroktdl flggetleniil fejti ki. Ezt a tényt az is
megerdsiti, hogy az agonista Osztradiol, érdekes modon, szintén jelentésen fokozta a
szérum-megvonas altal kivaltott kaszpaz-3 aktivaciot. Strom és munkatarsai a fentiekhez
hasonlo eredmeényeket irtak le az osztradiollal kapcsolatban, miszerint a vegyiilet
dozisfiiggé mddon egyarant kivalthat neuroprotektiv és karosito hatést is (154).

54 A rezveratrol nem antioxiddns tulajdonsaga révén védi ki a

kaszpaz-3 aktivaciot

A rezveratrol antioxidans tulajdonséagardl, illetve ezzel kapcsolatba hozhaté citoprotektiv
hatasardl szamos irodalmi adat beszamol (27, 71). Figyelembe kell azonban venniink,
hogy a rezveratrol prooxidans tulajdonsagait is leirtak mar (26, 155). Egy vizsgalatban az
antioxidans tulajdonsédgok helyett a rezveratrol prooxidans tulajdonséagait tartottak
felelésnek az antiapoptotikus hatasaért, melyet azzal magyaraztak, hogy a rezveratrol
prooxidans hatasa altal a kaszpaz aktivacionak nem kedvezdé sejt-milié kialakitasat
eredményezi, az apoptdzis végrehajtasat gatld intracelluléaris korilményeket teremtve
(155). A szakirodalom felveti annak a lehetdségét, hogy az, hogy a rezveratrol antioxidans
vagy prooxidans tulajdonsaga érvényesiil a kiilonb6z6 hatasai kapcsan, nagymértékben
fligg a rezveratrol dozisatol, a kezelés hosszatdl és a cellularis redox statusztol.
Lenyegében tehat, a rezveratrol hatasa kiilonbozhet attol fiiggen, hogy a cellularis

stressz jelen van-e a vizsgélati korilmények kozott (40).

Jollehet, szdmos kozlemény szamolt be arrdl, hogy a rezveratrol sejtvédd hatasa az
antioxidans tulajdonsdganak koszonhetd, vizsgalatainkban a szintén antioxidans
tulajdonsagu N-acetilcisztein nem csokkentette, hanem ndévelte a szérum-megvonas altal
indukalt kaszpaz aktivaciot és ezt a hatast a rezveratrol kezelés megsziintette.
Megallapithatjuk tehat, hogy az N-acetilcisztein, antioxidans tulajdonsaga ellenére nem
rendelkezik protektiv hatassal a szérum-megvonas indukalta kaszpaz-3 aktivacioval
szemben és nem befolyasolja a rezveratrol kedvez6 hatasat. Mindezek alapjan pedig az a
kovetkeztetés vonhatd le, hogy a rezveratrol antioxidans tulajdonsaga énmagaban nem

lehet elég a protektiv hatdshoz, egymagaban nem lehet magyarazata a sejtvédd hatasanak.
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55 A mitokondrialis depolarizaci6 és a reaktiv oxigéngyokok szerepe a

rezveratrol altal kivaltott protektiv hatasban

Korédbbi vizsgalataink azt igazoltak, hogy a rezveratrol szérum-megvonas okozta
kaszpaz-3 aktivaciot kiédo hatasiban a p38 MAPK stressz kinaz kritikus szerepet jatszik.
A p38 atvonal szerepe jol ismert a magas ozmolarités és a reaktiv oxigéngyokok altal
kivaltott stresszvalasz kdzvetitésében, ezért megvizsgaltuk a mitokondrialis diszfunkcid
és a ROS termelddés szerepét, mint a cellularis stressz lehetséges forrasait a rezveratrol
citoprotektiv hatdsdban. Azt taldltuk, hogy sem énmagaban a szérum-megvonas, sem a
rezveratrol nem befolyasoltdk a mitokondridlis membranpotencidlt, viszont egyuttes
alkalmazasuk esetén a rezveratrol szignifikans mitokondrialis depolarizaciot okozott a
szérum-megvonasban részesult sejtekben. Eredményeink 0sszhangban allnak azzal a
kordbban kdzolt megéllapitassal, miszerint a rezveratrol a mitokondridlis légzési lanc
funkcidjara is hatéssal van. Ugyanakkor, mint sok mas hatdsaban, a rezveratrol
mitokondriumot befolyasolo tulajdonsagaban is megjelenik egyfajta kettdsség. Egyrészt
leirtdk, hogy a rezveratrol egy dsszetett mechanizmus altal képes fokozni a mitokondrialis
biogenezist és ezéltal példaul a diabétesz esetén vagy az Oregedés folyaman
megfigyelheté mitokondrialis funkcidkarosodast helyreéllitani, ami citoprotektiv hatasu
lehet (11, 19, 20, 61). Mésrészt Gueguen és munkatarsai viszont azt tapasztaltak, hogy in
vitro a rezveratrol alacsony doézisban stimulalta, mig magasabb dézisban inkabb gatolta
az |. komplex aktivitasat. In vivo, fiatal egereket vizsgalva a rezveratrol fokozta az agyi
mitokondriumokban az 1. komplex mitkddését, a 1égzési lanc miitkodésének befolyasolasa
nélkiil. Ugyanakkor idésebb, mar kisebb antioxidans védekezdképességgel rendelkezd
egerek esetében a rezveratrol kezelés aktivalva az |. komplexet, oxidativ stressz
kialakuldsdhoz vezetett (40). Ezen eredmények megerésitették az alkalmazott
koncentracio és életkor jelentGségét a rezveratrol kezelés mitokondriumra kifejtett hatasa

szempontjabol.

Jollehet, a mitokondridlis diszfunkcidra ugy tekintenek, mint a ROS képzddés legfébb
forréséra, az értekezésben bemutatott kisérletek soran azt tapasztaltuk, hogy sem a
szérum-megvonas, sem a rezveratrol kezelés, tovabba a kettd kombinacidja sem okozott
szignifikans valtozast a ROS termel6désben, a kimutatott mitokondridlis membrén

depolarizacio ellenére sem. Eredményeinket magyarazhatja egy ellensulyozo
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mechanizmus, nevezetesen a vegytlet direkt antioxidans hatdsa, ami kompenzélja a
mitokondrialis karosodas altal kivaltott ROS képzddést. Lehetséges, hogy a kompenzald
mechanizmus révén a rezveratrol altal indukalt intracellularis stressz egy olyan alacsony
tartomanyban tarthatd, ami mar képes bizonyos citoprotektiv folyamatok aktivalasara,
mint peldaul az autofdgia, anélkil, hogy direkt cellularis karosodast okozna. Ez a
folyamat az iszkémias prekondiciondlas hatasara emlékeztethet, hiszen a rezveratrol egy
enyhe karosodast okozva noveli a sejtek stressztiiré képességét. Ezt az elképzelést latszik
alatdmasztani az a megfigyelés is, hogy kiilonb6zd szignal transzdukcids utvonalak,
tobbek kodzott a rezveratrol protektiv hatidsaban vizsgalataink alapjan kritikus szerepet
jatsz6 p38 kinadz utvonal is részt vesz a prekondicionélas molekularis mechanizmuséban
(156).

5.6 Az autofagia szerepe a rezveratrol kaszpaz-3 aktivaciot kivédo hatasaban

A mitokondrialis membran depolarizéciét és a p38 kindz utvonal aktivaciojat gyakran
Osszefliggesbe hozzak az autofagia jelenségével. Tovabba, mind a kisérleteinkben a
rezveratrolhoz hasonloan viselkedé tamoxifenr6l, mind magardl a rezveratrolrol is
szamos alkalommal leirtdk mér, hogy befolyédsolni kepesek az autofagiat. Mindezek
alapjan megvizsgaltuk, hogy szerepe lehet-e az autofagianak a rezveratrol szérum-
megvonas indukalta kaszpaz-3 aktivaciot kivédo hatasaban (13, 14, 152, 153, 157). Az
autofagia alkalmas citoprotektiv hatas kozvetitésére és a karosodott sejtorganellumok
elimindldsa révén erdsiteni tudja a sejtek stressztiird képességét. Primer hepatocitakban
példaul a p38 utvonal altal aktivalt autofagia hozzajarult a sejtek tuléléséhez, dasatinib
indukalta hepatotoxicitas esetén (158). Ozofagedlis keratinocita sejtekben, gyulladasos
stressz helyzetben szintén citoprotektiv mechanizmusként funkcionalt az autofagia az

epitelialis redox egyensuly fenntartasa altal (159).

Kisérleteinkben az autofagia kései fazisat, az autofagoszoma és a lizoszoma kozotti flziét
géatlo klorokin (160) jelenlétében teljes mértékben megsziint a rezveratrol gatlé hatasa a
szérum-megvonas okozta kaszpaz aktivacidval szemben, mely az autofagia fontossagara
utal a rezveratrol citoprotektiv funkcidjaban. Réadasul, a klorokin nemcsak hogy

megsziintette, de &t is forditotta a rezveratrol védo hatasat a kaszpaz-3 aktivacioval
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szemben, hiszen a rezveratrollal és szérum-megvonassal egyidejilleg alkalmazott
klorokin kezelés esetén magasabb szintii kaszpaz aktivacié volt tapasztalhatd, mint az
onmagaban alkalmazott szérum-megvonas esetén. Rezveratrol nélkil a Kklorokin
ugyanakkor sem 6nmagaban, sem a szérum-megvonassal egyitt nem befolyasolta
jelentdsen a kaszpaz-3 aktivacié mértékét. Ez arra utal, hogy autofagia hidnyaban a
rezveratrol protektiv hatasa valoszinileg atfordul egy inkabb karositd iranyba, ami
0sszhangban all a feltételezett prekondicionalds-szerii mechanizmussal. A savas
sejtalkotok akridin-narancs festéssel torténd tanulmanyozasa soran azt talaltuk, hogy mar
onmagaban a szérum-megvonas és a rezveratrol kezelés, illetve ezek kombinacidja is
novelte a savas vakudlumok szamat, mely szintén aladtdmasztja az autofagoszomak

fokozott képzddését a sejtekben.

Az autofagia részvetelét a rezveratrol sejtvédé hatasaban sikeriilt megerdsiteniink a
mikrotubulus-asszocialt protein 1 konnyii lanc 3 (LC3) és a sequestosome 1 (SQSTMI,
mas néven p62) proteinek mennyiségének meghatarozasa soran is, melyek az autofagia
korai és késOi szakaszanak legf6bb markerei. Az autofagia korai szakaszanak, az
izolaciés membran és az autofagoszéma kialakulasanak egyik kritikus lépése az LC3-1
atalakuldsa LC3-11-vé. Az LC3 citoszolikus forméja, az LC3-1, kovalensen konjugalodik
a foszfatidil-etanolamin lipidhez, ami az LC3-11 kialakuldsahoz vezet, mely kapcsolodik
az izolaciés membranhoz, igy az novekedik és magaba zérja a degradalandé anyagot,
kett6s membrannal hatérolt vezikulat, az autofagoszomat alkotva. A megemelkedett LC3-
Il fehérjemennyiség vagy LC3-IlI/LC3-1 arany tehat egyértelmiien utal az
autofagoszomék akkumul&cidjara, mely kévetkezménye lehet fokozott képzodésiiknek,
csokkent lebomlasuknak vagy mindkettének egyszerre (161). A p62 fehérje
degradacidjanak vizsgalataval az autofagias fluxus nyomon kdévetésére nyilik lehet6ség,
mely a teljes autofagias folyamat dinamizmuséat jellemzi. A p62 fehérje kapocsként
funkcional az autofagoszoma és az ubiquitinalt fehérjék kozott, eldsegiti az ubiquitinalt
azt mutattak, hogy a szérum-megvonas Onmagaban is fokozta az autofagoszoma
képzddést, de mindezt nem kisérte az autofagias fluxus novekedése. A rezveratrol
szérum-megvonas jelenlétében ez utdbbi folyamatot befolyasolta, melyet a p62
megndvekedett degradacidja jelzett. Mindez arra utal, hogy a rezveratrol az autofagia

kései fazisat fokozza és ez vezethet citoprotektiv hatasahoz. Corcelle és munkatarsai
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koradbban arra a megallapitéasra jutottak, hogy a p38 kinaz gatlasa leginkabb az autofagia
kései, éresi szakaszanak végbemenetelét akaddlyozza meg (126). Ez egybevag
megfigyeléseinkkel, miszerint a rezveratrol p38-dependens uton, autofagiat indukalva
vedi ki a szérum-megvonds okozta kaszpaz aktivaciot. Hippokampéalis HT22
neuronsejtek esetében is megfigyelték, hogy a szérum-megvonas indukalta sejthalal soran
az LC3-1I/LC3-I arény szignifikansan megemelkedett, de az autofagia gatlasa sokkal
inkabb artalmas, mintsem protektiv kdvetkezményekkel jart (163), hasonléan a mi
megfigyeléseinkhez. Mindezek alapjan arra kdvetkeztethetlink, hogy a szérum-megvonas
kovetkezmenyeként fokozddd autofdgia egy ellenregulaciés mechanizmusként
funkcional, melynek célja a kéarosodasok eliminacitja, de ez valdsziniileg mégsem
elegend6 ahhoz, hogy az apoptotikus folyamaton feliilkerekedjen. Az autoféagia tovabbi
facilitacidja tehat feltehetdleg citoprotektiv hatast valthat ki, az apoptozis aktivacid
ellensulyozasa altal. A rezveratrol elképzelhetd, hogy ilyen modon, az autofagias fluxus
facilitacioja révén képes erGsiteni a citoprotektiv mechanizmus hatasat. Hasonld
megallapitasra jutottak Lv és Zhou egy masik tipusu sejtmodellt alkalmazva, mely
tovabbi megerdsitésként szolgalhat azzal kapcsolatban, hogy az autofagia indukcié fontos
szerepet tOlt be a rezveratrol citoprotektiv hatasaban. A szerzOk arr6l szamoltak be, hogy
H9c2 kardiomiocitdkban, a rezveratrol protektiv hatdsat az oxidativ stressz okozta
karosodassal szemben, az autofagiat fokozva és a p38 MAPK utvonal aktivacioja altal
fejtette ki (13).

Korabban feltételezték, hogy a rezveratrol az AMPK foszforilaciét el6segitve indukal
autofagiat az enyhe mitokondridlis kéarosodds kovetkeztében fellépd ATP szint
csokkenést kovetden és az autofagia eldidézese altal képes kivédeni a sejthalalt (164-
166). Tovabbéa az is ismeretes, hogy a p38 MAPK képes fokozni az AMPK aktivaciot
(167, 168), tehat ezek a megallapitasok mind 0Osszefliggésbe hozhatok a mi
eredményeinkkel és feltételezésiinkkel, miszerint a rezveratrol altal kivaltott enyhe
intracellularis stressz fokozza az AMPK/p38 utvonal indukéalta autofagiat, citoprotektiv

hatast eredményezve.

Patkany PC12 pheochromocytoma sejtek neurotoxinnal torténd karositasa esetén a
rezveratrol szintén autofagia indukcio altal csokkentette a karosodas mértékét. Ebben a
kisérleti modellben a SIRT enzimet azonositottdk, mint az autofagiaval Osszefiiggd

citoprotektiv hatashoz vezeté Utvonalat (169). Hasonloképpen, human koldokvéna
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endotél (HUVEC) és hippokampusz HT22 sejtekben is a SIRT enzim jelent6ségét
igazoltdk a rezveratrol altal megndvelt autofagids fluxus és az ennek kovetkeztében
kivaltott védé hatas hatterében, oxidalt LDL ¢és endoplazmatikus retikulum stressz
indukélta karositassal szemben (170, 171). Fontos azonban megjegyezni, hogy az
altalunk végzett vizsgalatok soran a SIRT-1 inhibitor nem volt képes megakadalyozni a
rezveratrol kaszpaz-3 aktivaciot kivédé hatasat, mely arra enged kovetkeztetni, hogy a
rezveratrol citoprotektiv hatasaban szerepld szabalyozo utvonal tipusa nagymértékben

fligghet a vizsgalt sejttipustol és/vagy a karosito hatas fajtajatol.

A rezveratrol citoprotektiv hatasait mTOR kinaz Gtvonalat befolydsolé hatasaval is
Osszefiiggésbe hoztdk maéar (131), valamint koztudott, hogy az mTOR utvonal
kulcsszerepet jatszik az autoféagia regulacidjaban (120, 121). Vizsgalataink eredményei
alapjan, bar a szelektiv és potens mTOR inhibitor rapamycin szintén csokkentette a
szérum-megvonas indukalta kaszpaz aktivaciot, hatasa viszont csak részleges volt.
Mindezen eredmények tovabbi megerdsitésként szolgilnak az autofagia indukciod
protektiv hatasaval kapcsolatban, viszont arra engednek kovetkeztetni, hogy a rezveratrol
a preventiv hatasat egy mTOR-fuggetlen utvonalon keresztil fejti ki. Fontos azonban
ismét megjegyezni, hogy az mTOR utvonalon kivil, a stresszkindzok is bizonyitottan
részt vesznek az autofagia indukciéban (172), mely teljes 6sszhangban all sajat
eredményeinkkel, ami alapjan dont6 szerepet tulajdonithatunk a p38 kinaz aktivacionak

a rezveratrol kaszpaz aktivaciot kivédé hatasaban.
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6. Kovetkeztetések

A jelen munka sordn célunk volt a rezveratrol protektiv hatdsénak igazolasa karos
stimulussal egyidejlileg és azt kovetden alkalmazva, primer sejtkultiran, valamint a

sejtvédd hatas hatterében meghuzodo folyamatok megismerése.

Kisérletlinkben igazoltuk a rezveratrol sejtvédé hatasat a szérum-megvonas indukalta
kaszpaz-3 aktivacioval szemben primer, nem-transzformalt egér embrionalis fibroblaszt
sejteken. A rezveratrol dozisfiiggden gatolta a kaszpaz-3 aktivaciot és novelte a sejtek
életképességét is. Teljes mértékii kaszpaz-3 gatlast hdrom Ora szérum-megvonast
kovetéen 200 uM-os rezveratrol koncentracidval értiink el. Bizonyitottuk, hogy a
rezveratrol nemcsak protektiv, hanem sejtmentd tulajdonsaggal is rendelkezik, hisz a mar

aktivalodott kaszpaz-3 mitkodését is jelentésen mérsékelte.

A rezveratrol kaszpaz-3 aktivaciot kivédé hatasanak hatterében allo folyamatokkal

kapcsolatos kisérleteink eredményei alapjan az alabbi kovetkeztetéseket vontuk le:

A citoprotektiv folyamat hatterében a p38 MAPK aktivalodasanak jelentdsége

igazolt.

- Az AHR és 0sztrogén receptorok nem jatszanak szerepet a rezveratrol
kaszpaz-3 aktivaciot kivédo hatasaban.

- Arezveratrol antioxidans tulajdonsaga 6nmagaban nem lehet elég a protektiv
hatashoz.

- A rezveratrol szérum-megvondassal torténé egyiittes alkalmazasa esetén

szignifikdns mitokondrialis depolarizaciét okozott, melyet azonban nem

kovetett jelentds valtozas a ROS termelddésben. Az eredmények feltehetdleg

a rezveratrol direkt antioxidans hatasaval dsszefliggésbe hozhat6 ellensulyoz6

mechanizmussal magyarazhatok, ami kompenzalhatja a mitokondrialis

karosodas altal kivaltott ROS képzddést.

- A szérum-megvonas 6nmagaban is fokozta az autofagoszoma képz6dést, de
mindezt nem Kisérte az autofagias fluxus ndvekedése. A rezveratrol fokozta
az autofagia kései fazisat. A szérum-megvonas kdvetkezményeként fokozodo

autofagia feltehetdleg egy ellenregulacios mechanizmusként funkcional,
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melynek célja a kdrosodasok eliminacidja, de ez valoszinlileg nem elegendd
ahhoz, hogy az apoptotikus folyamaton felllkerekedjen. Az autoféagia
rezveratrol altal torténd tovabbi facilitacioja tehat feltehetbleg citoprotektiv

hatast valthat ki, az apoptdzis aktivacio ellensulyozasa altal.

Mindez felveti egy, az iszkémids prekondicionalds hatdsara emlékeztetd folyamat
lehetGségét a rezveratrol protektiv hatdsanak hatterében, melynek soran a rezveratrol egy
enyhe mitokondrium karosodast és ezaltal intracellularis stresszt okozva ndveli a sejtek
stressztiir® képességét. A reaktiv oxigéngyokok altal kivaltott stresszvalaszt kozvetitd
p38 utvonal aktivacidja Osszefiiggésbe hozhatd az autofigia jelenségével. Elképzelhetd,
hogy a rezveratrol direkt antioxidans hatasa révén, a sajat maga altal indukalt
intracellularis stressz egy olyan alacsony tartomanyban tarthatd, ami a p38 MAPK
aktivacio révén, mar képes bizonyos citoprotektiv folyamatok aktivalasara, mint példaul
az autofagia, anélkul, hogy direkt celluléris karosodast okozna. A rezveratrol szérum-
megvonas indukalta kaszpéz-3 aktivaciot kivédo hatasa mogott feltételezett mechanizmus

grafikus 6sszefoglaljat a 21. dbra mutatja be.
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21. &bra: A rezveratrol szérum-megvonéas indukélta kaszpaz-3 aktivaciot kivédo
hatasa mogott feltételezett mechanizmus 6sszefoglalasa. Az elméletiink szerint, a
rezveratrol enyhe mitokondrium karosodast és ezaltal intracellularis stresszt okoz.
Ez az intracellularis stressz azonban feltételezhetéen a rezveratrol direkt
antioxidans hatésa révén egy olyan alacsony tartomanyban tarthatd, ami mar képes
bizonyos citoprotektiv folyamatok aktivalasara, mint példaul az autofagia, anélkdil,
hogy direkt cellularis kdrosodast okozna. Feltételezzik, hogy a rezveratrol éltal
kivaltott enyhe intracellularis stressz hatasara a p38 MAPK utvonal aktivalodik,
ami képes autofagiat indukalva citoprotektiv hatast kivaltani.
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7. Osszefoglalas

A rezveratrol egy farmakologiailag rendkiviil sokszin(i vegyiilet, melynek tobbek kozott
apoptdzist befolydsold, mind pro-, mind antiapoptotikus hatasat is leirtdk mar.

Jelen munkaban igazoltuk a rezveratrol preventiv hatdsat a szérum-megvonas indukalta
kaszpéz-3 aktivacioval szemben, primer, nem-transzformalt sejteken. A rezveratrol
dozisfiiggo citoprotektiv hatdst mutatott és a sejtek életképességét is novelte. A vegylilet
sejtmentd hatast is mutatott, hiszen a szérum-megvonast kovetden, utdlag alkalmazva a
mar megnovekedett kaszpaz aktivitast is képes volt lecsokkenteni. A citoprotektiv
folyamat hatterében a p38 MAPK aktivalodasanak jelent6ségét igazoltuk. A receptoridlis
tamadaspontok vizsgalata soran azt talaltuk, hogy védd hatasat az AHR ¢és az 6sztrogén
receptoroktol fuggetlendl fejti ki. Kiséerleti eredményeink alapjan, antioxidans sajatsaga
dnmagaban nem magyarazta kaszpaz aktivaciot kivédo hatasat. Bar szérum-megvonassal
egyidejiileg alkalmazva a rezveratrol szignifikdns mitokondrialis membran depolarizaciot
okozott, a ROS termel6désben nem tapasztaltunk jelent6s valtozast. Azt talaltuk tovabba,

hogy a rezveratrol az autofagia kései fazisat fokozta, az autofagias fluxust névelve.

A hatdsmechanizmus vizsgélata alapjan tehat feltételezhetjik, hogy a rezveratrol a
szérum-megvonasban részesult primer fibroblaszt sejtekben enyhe mitokondrialis
karosodast és ezaltal intracellularis stresszt okozva, egy p38-fiiggd utvonalon keresztiil
autofagiat indukal, mely a karosodott, diszfunkcionalis sejtalkotdk eliminalasa révén
megvédi a sejteket az apoptozistél. Ez a hipotézis magyarazatul szolgalhat egyes, a
rezveratrol pro- és antiapoptotikus hatésaival kapcsolatos ellentmondasra is.
Elképzelhetd, hogy a rezveratrol elsédlegesen egy enyhe karosodast okoz a sejtben, ami
egyarant eredményezheti killonboz6 stresszrezisztencia ttvonalak potencirozasat vagy
egy direkt citotoxikus hatast, az aktualis kisérleti koriilményektdl, igy példaul az
alkalmazott doézistdl, a vizsgalt sejttipustdl, a karositd behatds intenzitasatol vagy a

mitokondrialis redox statusztol fiiggden.

Kutatasi eredményeink tehat igazoltak, hogy a rezveratrol értékes citoprotektiv
tulajdonsagokkal rendelkezik, aminek alapjan igéretes vezér molekula lehet a degenerativ

betegségek kezelését célzo Uj gyodgyszermolekuldk kutatasahoz.
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8. Summary

Resveratrol was reported to possess multiple pharmacological properties including both

proapoptotic and antiapoptotic effects.

In our present research, we have demonstrated that resveratrol protects primary non-
transformed cells against serum deprivation induced caspase 3 activation. Resveratrol
dose-dependently prevented caspase activation and improved cell viability. It also
reduced the already up-regulated caspase 3 activity when it was added to the cell culture
medium after 3 hour serum deprivation, suggesting its rescue effect. Among the major
signaling pathways, p38 kinase was critical for the protective effect of resveratrol. We
found that neither aromatic hydrocarbon receptors nor estrogen receptors play an
important role in the cytoprotective effect of resveratrol. Based on our findings,
antioxidant properties of resveratrol alone cannot explain its protective action. In the
presence of serum deprivation resveratrol, induced a significant depolarization of the
mitochondrial membrane. However, reactive oxygen species production was not
significantly altered by either serum deprivation or resveratrol treatment. Resveratrol was
found to be able to augment the late phase of autophagy and thus promote the autophagic

flux.

Based on our present data we can hypothesize that resveratrol causes a mild mitochondrial
damage and intracellular stress in serum deprived primary fibroblasts, which can induce
autophagy via p38 dependent pathway and protect cells from apoptosis by removing
dysfunctional cell constituents. Our present hypothesis might explain some of the
contradictory data regarding the pro- and anti-apoptotic effect of resveratrol. It induces a
mild damage per se that can result in either potentiation of stress resistance pathways or
direct cytotoxicity depending on the actual circumstances e.qg. its concentration, the cell

type studied, the intensity of damaging insult or mitochondrial redox status.

Our findings may contribute to the research of drugs used for prevention and treatment

of age-related degenerative disorders.
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Protective effect of resveratrol
against caspase 3 activation in
primary mouse fibroblasts

Aim To study the effect of resveratrol on survival and cas-
pase 3 activation in non-transformed cells after serum de-
privation.

Methods Apoptosis was induced by serum deprivation
in primary mouse embryonic fibroblasts. Caspase 3 activa-
tion and lactate dehydrogenase release were assayed as
cell viability measure by using their fluorogenic substrates.
The involvement of PI3K, ERK, JNK, p38, and SIRT1 signaling
pathways was also examined.

Results Serum deprivation of primary fibroblasts induced
significant activation of caspase 3 within 3 hours and re-
duced cell viability after 24 hours. Resveratrol dose-depend-
ently prevented caspase activation and improved cell via-
bility with 50% inhibitory concentration (IC, ) =66.3 £ 13.81
UM. It also reduced the already up-regulated caspase 3 ac-
tivity when it was added to the cell culture medium after
3 hour serum deprivation, suggesting its rescue effect.
Among the major signaling pathways, p38 kinase was criti-
cal for the protective effect of resveratrol which was abol-
ished completely in the presence of p38 inhibitor.

Conclusion Resveratrol showed protective effect against
cell death in a rather high dose. Involvement of p38 ki-
nase in this effect suggests the role of mild stress in its cy-
toprotective action. Furthermore due to its rescue effect,
resveratrol may be used not only for prevention, but also
treatment of age-related degenerative diseases, but in the
higher dose than consumed in conventional diet.
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Ulakesai et al: Effects of resveratrol on caspase 3 activation

Age-related degenerative diseases pose enormous chal-
lenges both for individuals and society in terms of life quali-
ty and economic burden. Since age-related neurodegenera-
tive and cardiovascular diseases develop mainly as a result of
cell impairments, it is crucial to find agents that prevent and
abolish cell damage and death. Resveratrol (3,5,4"-tihydroxy-
trans-stilbene) is a widely investigated phytoalexin com-
pound, which can be found in numerous plants, mainly in
the skin and seeds of red grapes (1). It was reported to pos-
sess multiple pharmacological properties including antiag-
ing (2), antioxidative, anti-inflammatory (3), anticarcinogen-
ic (4), and neuro- and cardioprotective effects (5). However,
in the literature its rather contradictory properties, ie, cyto-
protective and proapoptotic, were reported (6). The cause
of opposite effects may lie in different cell types, cell states,
and the duration or dosage of treatment used in the various
models (7). Characteristically, resveratrol has an opposite im-
pact on apoptosis in non-transformed and transformed cells
(8,9). The targets of resveratrol and the mechanisms govern-
ing its effects are currently unclear. It was reported to affect
different metabolic and signaling pathways, exhibit pro- or
antioxidative activities, and modify the functions of several
transcription factors and cofactors (10).

Since resveratrol might differently affect apoptotic pro-
cess of tumorigenic and non-transformed normal cells, the
aim of this study was to investigate its effect on the death
of non-transformed cells as a potential lead compound
for research of cytoprotective medications. We used pri-
mary mouse embryonic fibroblasts as an easily available
non-transformed cell culture model. In order to evaluate
its cytoprotective effect, caspase 3 activation was exam-
ined following serum deprivation as a model of insufficient
availability of trophic factors. The specific background
mechanisms, involvement of the PI3K, ERK, JNK, p38, and
SIRT1 signaling pathways were also determined.

MATERIALS AND METHODS
Reagents and animals

Resveratrol, the inhibitors of kinases (SB202190 for p38
MAPK, SP600125 for JNK, PD184352 for ERK, wortman-
nin for PI3K) and SIRT1T (EX-527), caspase 3 activity assay
kit using fluorogenic caspase 3 substrate (Ac-DEVD-AMC),
buffer components and N-acetylcysteine were purchased
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Non-selective cas-
pase inhibitor (Ac-VAD-CMK) was obtained from AnaSpec
(Fermont, CA, USA) and CytoxOne lactate dehydrogenase
release kit from Promega (Fitchburg, WI, USA). Cell cul-

CM)

ture mediums and fetal bovine serum were supplied by
GE Healthcare (Little Chalfont, UK) and Life Technologies
(Carlsbad, CA, USA), respectively. Test compounds were
dissolved in DMSO and used in cell culture medium to
provide 0.5% final DMSO concentration. Control cells were
treated with the same concentration of DMSO.

Pregnant NMRI mice were supplied by Toxicoop, Godallg,
Hungary. All animal procedures were approved by
the ethics committee of the Semmelweis University
(22.1/606/001/2010, February 5, 2010) and were in accor-
dance with the EU Council directives on laboratory animals
(86/609/EEC).

Cell culture conditions and assay for caspase 3 activity
and lactate dehydrogenase release

Mouse embryonic fibroblast culture was established ac-
cording to CSH protocol (11). Cells were maintained in
DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum and
used between passage 3 and 7. One day before the experi-
ment cells were seeded to 6 cm Petri dishes (3 10° cells/
dish). Twenty-four hours later fetal bovine serum was with-
drawn from the cell culture medium to induce cell death.
Resveratrol treatment was initiated simultaneously with
serum deprivation. When the rescue effect of resveratrol
was investigated, resveratrol was added to the cell culture
medium after 3-hour serum deprivation. Inhibitors of vari-
ous signaling pathways were applied simultaneously with
serum deprivation and/or resveratrol treatment.

For caspase activity assay after specified treatment periods
(3, 4.5, 6 hours), cells were rinsed with PBS and harvested
by trypsin-EDTA, and cytosol extract was prepared by hy-
potonic lysis with 0.6% Nonidet P40 according to Andrews
and Faller (12). In order to evaluate direct caspase inhibi-
tory effect of resveratrol, resveratrol was added directly to
cytosol extract of serum-deprived fibroblasts immediately
before measuring caspase 3 activity. Ac-VAD-CMK, a non-
selective direct caspase inhibitor, was used in 20 uM con-
centration as positive control. Caspase 3 activity and lactate
dehydrogenase release were measured by commercially
available kits according to the manufacturer instructions.
Caspase 3 activity is shown as nanomol substrate cleaved
by miligram protein in 3 hours.

Statistical analysis

Data were expressed as mean+standard deviation.
Comparisons were made by paired t test. P<0.05
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was considered statistically significant. Data were analyzed
by Microsoft Excel 2010 (Redmond, WA, USA).

RESULTS
Resveratrol dose-dependently prevented serum
deprivation-induced caspase 3 activation in primary

mouse embryonic fibroblasts

Primary mouse fibroblasts were exposed to serum depri-
vation, which after 3-6 hours induced significant caspase
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FIGURE 1. Resveratrol dose-dependently prevented caspase

3 activation after 3 h serum deprivation. Control value of
caspase 3 activity in serum supported cells: 1.76 £0.097 nmol/
mg/3 h (A). 200 uM of resveratrol prevented caspase 3 activa-
tion after 3, 4.5, and 6 h serum deprivation (B).
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3 activation (P<0.001). In order to evaluate the protec-
tive effect of resveratrol, the cells were treated with several
concentrations (10, 25, 50, 75, 100, 200 uM) of resveratrol
simultaneously with serum deprivation. Resveratrol pre-
vented caspase 3 activation in a dose-dependent manner,
with 50% inhibitory concentration (IC,)=663+13.81 pM.
Caspase 3 activation following 3 hour serum deprivation
was completely inhibited at 200 uM resveratrol concentra-
tion (Figure 1A), and thus this level was used in the further
experiments. This protective effect was also obtained after
up to 6 hours of serum deprivation (Figure 1B). To verify
whether resveratrol regulates the cellular response or di-
rectly interacts with caspase 3, resveratrol was added di-
rectly to the cytosol extract rather than to cell culture me-
dium. Resveratrol showed no direct caspase inhibitory
effect, although the known direct inhibitor Ac-VAD-CMK,
used as positive control, completely blocked caspase 3 ac-
tivity (Figure 2).

Resveratrol exhibited rescue effect on serum
deprivation-induced caspase 3 activation

We further investigated whether resveratrol reduced the
already up-regulated caspase 3 activity. Primary fibroblasts
were exposed to serum deprivation for 3 hours, after which
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FIGURE 2. Resveratrol showed no direct caspase 3 inhibi-

tory effect. When 200 puM of resveratrol was added to cytosol
extract of serum-deprived fibroblast during caspase 3 activity
measurement, it did not significantly reduce caspase 3 activity.
A known direct caspase inhibitor, Ac-VAD-CMK, was used as
positive control in 20 uM concentration.
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the culture medium was supplemented with 200 uM res-
veratrol for an additional 2 hours. Resveratrol significantly
reduced the already activated caspase 3. It prevented not
only its further increase but also reduced it to a level be-
low that observed after 3-hour serum deprivation. These
experiments indicate that resveratrol may have both pro-
tective and rescue effect on cells (Figure 3).

Resveratrol reduced lactate dehydrogenase release
induced by serum deprivation

Lactate dehydrogenase release was measured to evaluate
whether the inhibition of caspase 3 activation by resveratrol
was accompanied by increased cell viability. Cell viability
decreased by 24 hour serum deprivation was significantly
improved by 200 uM resveratrol treatment (Figure 4).

The effect of resveratrol on caspase 3 activity involves
p38 kinase pathway

In order to investigate the signaling cascades involved in
the protective effects of resveratrol, we carried out experi-
ments in the presence of specific inhibitors of p38 (50 uM
SB202190), JNK (50 uM SP600125), ERK (50 uM PD184352),
PI3K (10 uM wortmannin) kinase pathways, and SIRTT (5
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FIGURE 3. Resveratrol showed rescue effect on caspase 3 acti-
vation. Following 3 h of serum deprivation, 200 uM resveratrol
was supplemented for an additional 2 h.
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UM EX-527). Among them, only p38 MAPK inhibitor SB
202190 decreased the protective effect of resveratrol on
caspase 3 activation (Figure 5).
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FIGURE 4. 200 uM of resveratrol reduced lactate dehydroge-
nase release after 24 h serum deprivation.
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FIGURE 5. The effect of 50 uM SB202190 (p38 MAPK inhibitor),
50 uM SP600125 (JNK inhibitor), 50 uM PD184352 (ERK inhibi-
tor), 10 uM wortmannin (PI3 kinase inhibitor), and 5 uM EX-527
(SIRT-1 inhibitor) on 3-h serum deprivation-induced caspase

3 activation and the protective action of 200 uM resveratrol.
Only p38 MAPK inhibitor SB202190 abolished the effect of
resveratrol on caspase activation.
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The role of oxidative stress in the effect of resveratrol

Considering that p38 kinase pathway is activated by mild
intracellular stress (13) and pro- and antioxidant properties
of resveratrol had been previously described (14), we hy-
pothesized that reactive oxygen species generation could
be involved in caspase 3 activation induced by serum de-
privation and/or the protective effect of resveratrol. To clar-
ify if the antioxidant property of resveratrol may play a key
role in its cytoprotective effect, we investigated the effect
of 5 mM N-acetylcysteine, a well-known antioxidant agent,
on caspase 3 activation. Contrary to our expectations, it did
not prevent caspase 3 activation but exacerbated it. How-
ever, 200 uM resveratrol abolished the combined effect of
serum deprivation and N-acetylcysteine on caspase 3 ac-
tivation (Figure 6).

DISCUSSION
Cytoprotective effect of resveratrol
Resveratrol prevented serum deprivation-induced caspase

3 activation in primary fibroblasts and increased their via-
bility. These results are in line with those of previous studies
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FIGURE 6. Five mM of N-acetylcysteine (NAC) exacerbated
serum deprivation-induced caspase 3 activation, but 200 uM
of resveratrol prevented their combined effect.
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performed on non-transformed cells using various toxic in-
sults (15,16). In this study, cytoprotective effect of resvera-
trol was considerable, in 100-200 pM concentration range,
which is similar to another study (17). However, some re-
cent studies observed lower concentrations, in the 10-20
KM range to be efficient as well (9,16). The effective dose
probably depends on the cell type and the intensity of the
damaging insult used. The concentration found to be ef-
fective in the present study is considerably higher than the
concentration that can be obtained from dietary sources,
suggesting the need for resveratrol supplementation. Fur-
thermore, resveratrol can serve as a lead compound for re-
search of more potent cytoprotective medications.

To the best of our knowledge this is the first report demon-
strating that resveratrol abolishes the already elevated cas-
pase 3 activity induced by serum deprivation, suggesting
its rescue effect. Resveratrol was found to prevent and im-
prove cardiac function in cardiac fibroblasts (18,19) and to
play a neuroprotective role in neurotoxic injury (20). How-
ever, our results showed that it is a promising cytoprotec-
tive agent which should be explored not only for preven-
tion of age-related degenerative disorders, but also in the
early treatment of degeneration following an acute insult.

Probable mechanism of resveratrol action

It has already been suggested that several kinase pathways
have a role in the cytoprotective effects of resveratrol. Cy-
toprotective functions of resveratrol were associated with
the activation of PI3-kinase/Akt (21,22), p38 MAPK/JNK/ERK
(23,24) signaling, and molecular pathways involving SIRT1
(9), an NAD dependent histone deacetylase. Our present
findings indicate that the most critical signaling pathway
in the protective effect of resveratrol against serum de-
privation-induced caspase 3 activation is the activation of
p38.The reports about the effects of resveratrol on p38 ki-
nase pathway are rather contradictory. It was shown that
through inhibition of p38 pathway resveratrol suppresses
macrophage and vascular smooth muscle cell apoptosis
(17,23). On the other hand, it exerted protective effect in
H9c2 embryonic rat heart derived cells by up-regulating
the p38 MAPK signaling (25). It was also shown to inhib-
it the proliferation of human primary fibroblasts and en-
hance their entry to senescence in p38 dependent man-
ner (26). Therefore, p38 kinase seems to have a dual role as
a regulator of cell fate, mediating either survival or death.
Adams et al (27) reported that the specific function of p38
MAPKs in apoptosis depended on the cell type, stimuli,
and/or p38 isoform. In accordance with their findings, we
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showed that p38 MAPK had a cytoprotective rather than
proapoptotic role.

Several articles discuss antioxidant properties of resvera-
trol as the cause of its cytoprotective effect (14,16). Con-
sidering that N-acetylcysteine exacerbated rather than
prevented serum deprivation-induced caspase activation
and resveratrol abolished their combined effect, antioxi-
dant properties cannot explain its protective action. Pre-
vious articles reported similar effect of N-acetylcysteine,
concluding that the elevated glutathione level can inhibit
NF-kB induced transcription of inhibitor of apoptosis pro-
tein, which can explain its potentiating effect on caspase
activation (28,29). Since several previous reports demon-
strated not only antioxidant but prooxidant characteristics
of resveratrol (14,30), the latter might be involved in the
activation of p38 MAPK and reduction of caspase 3 acti-
vation. A previous study suggested that the prooxidant
activity of resveratrol was responsible for its inhibitory ef-
fect on apoptosis by creating an intracellular milieu non-
permissive for caspase activation (30). These findings are
in line with our results, which also indicate the role of p38
kinase in the protective effect of resveratrol and activation
of this pathway by mild intracellular stress (13). However,
the effect of resveratrol on oxidative state of cells requires
further research.

Activation of p38 was also connected to increase in au-
tophagic flux. This process is involved in the degradation
of misfolded proteins or damaged organelles, such as de-
polarized mitochondria, which can prevent the release of
proapoptotic mediators and the consequent caspase acti-
vation (25). Accordingly, two recent papers reported that
resveratrol improved autophagic flux and prevented cas-
pase cleavage in H9c2 rat cardiomyoblast cells (25,31). Sim-
ilarly to our results, the protective effect of resveratrol de-
pended on p38 MAPK activity (25). Based on these data, we
can hypothesize that the effect of resveratrol on caspase
3 activation and cell survival might be connected with its
prooxidant property, which may enhance autophagic flux
via p38 activation.

A major limitation of this study is its in vitro nature, which
is why further translational experiments are required to
analyze the cytoprotective effect of resveratrol. In conclu-
sion, we demonstrated the p38 MAPK signaling pathway-
dependent cytoprotective effect of resveratrol against se-
rum deprivation induced caspase 3 activation in primary
fibroblasts. Also, resveratrol exhibited a rescue effect and
reduced the already up-regulated caspase 3 activity. This

CM) 2

finding may contribute to the research of drugs used for
prevention and treatment of age-related disorders.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: We aimed at studying the potential mechanisms in the preventive effect of resveratrol on serum deprivation
Autophagy induced caspase 3 activation on non-transformed cells.

Caspase 3 activation Methods: Apoptosis was induced by serum deprivation in primary mouse embryonic fibroblasts. Caspase 3 ac-
Cytoprotection

tivation, reactive oxygen species production and depolarization of the mitochondrial membrane were measured
by fluorescence methods. The involvement of intracellular receptors and autophagy in the effect of resveratrol
were analyzed by using specific agonists and antagonists. The role of autophagy was further examined by
Western Blot analysis of its protein markers, LC3-II and p62 as well as by acridine orange staining of acidic
vacuoles.

Results: We found that neither aromatic hydrocarbon receptors nor estrogen receptors play an important role in
the cytoprotective effect of resveratrol. Reactive oxygen species production was not significantly altered by
either serum deprivation or resveratrol treatment. In the presence of serum deprivation resveratrol however,
induced a significant depolarization in mitochondrial membrane potential. The autophagy inhibitor, chloroquine
not only eliminated the preventive effect of resveratrol, but also turned it to deleterious suggesting the pro-
minent role of autophagy induction in the cytoprotective effect. Resveratrol did not alter LC3-II expression, but
facilitated p62 degradation in serum deprived cells, suggesting its ability to augment the late phase of autophagy
and thus promote the autophagic flux.

Conclusion: We have demonstrated that resveratrol can protect primary fibroblasts against serum deprivation
induced apoptosis by provoking mild mitochondrial stress and consequent up-regulation of autophagic flux.

Non-transformed cells

Serum deprivation

Resveratrol

Mitochondrial membrane potential

1. Introduction to the significantly different survival pathways in normal and cancer

cells may be one of the reasons of the contradictory findings in the

Trans-resveratrol (3,4’,5-trihydroxystilbene) is commonly used as a
dietary supplement for prevention or treatment of various health pro-
blems, e.g. cardiovascular, neurological diseases and cancer. It was re-
ported to possess multiple pharmacological properties such as cardio-
protective, antioxidant (for review see Kovacic and Somanathan, 2010),
anti-inflammatory, chemopreventive (for review see Hsieh and Wu,
2010) and anticancer activities (for review see Kalantari and Das,
2010). However, in the literature many of its effects are rather con-
tradictory, i.e. both its cytoprotective and proapoptotic (Baarine et al.,
2011; Li et al.,, 2014) as well as pro- or antioxidant activities were
shown (for review see de la Lastra and Villegas, 2007). These con-
flicting effects can derive from the variety of models using different cell
types, treatment duration and dosage (Barger et al., 2008).

We aimed at studying its effects on non-transformed cells since due

* Corresponding author.

literature. In our previous studies we showed resveratrol dose-depen-
dently prevented serum deprivation induced caspase activation in pri-
mary fibroblasts confirming its cytoprotective properties on non-
transformed cells. The mechanism of its effect is only partially under-
stood, crucial role of p38 kinase pathway activation was demonstrated
since its inhibition entirely abolished the anti-apoptotic effect of re-
sveratrol (Ulakcsai et al., 2015).

In the literature a plethora of molecular targets of resveratrol among
them estrogen receptor, aromatic hydrocarbon (Ah) receptor, mi-
tochondrial respiratory chain and modulation of reactive oxygen spe-
cies (ROS) generation were suggested, though their contribution to its
cytoprotective effect is not fully understood.

Several previous studies showed resveratrol binding to estrogen
receptors resulting in either agonist (Gehm et al., 1999) or antagonist
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effects (Lu and Serrero, 1999). It was also reported to be a competitive
AhR antagonist that prevents the transactivation property of the re-
ceptor and inhibits the agonist induced gene expression (Casper et al.,
1999). Resveratrol, in high concentration, was evidenced to inhibit the
mitochondrial function, decrease cellular ATP levels, and activate AMP-
activated protein kinase (AMPK) (Lionaki et al., 2015, Lovelace and
Polyak, 2015). Its influence on mitochondrial respiratory chain function
and ROS production were proposed to be responsible for some of its
pharmacological effects (Q. Zhang et al., 2016). However, its anti- or
prooxidant activity was suggested to be dependent on its concentration,
the treatment duration and cellular redox status (Gueguen et al., 2015).
Recent evidence also indicated that resveratrol can provoke autophagy
in many kinds of cells causing either cytoprotective or proapoptotic
outcome depending on the cell type and treatment protocol (Gu et al.,
2016; Puissant et al., 2010). Mammalian target of rapamycin (mTOR)
signaling pathway plays a central role in the regulation of autophagy
(for review Kim and Guan, 2015; Paquette et al., 2018) and cardio-
protective effect of resveratrol was reported to be partly mediated by
mTOR dependent activation of autophagy (Gurusamy et al., 2010).
Resveratrol has also been suggested to inhibit the mTOR pathway po-
tentially serving as a neuroprotective mechanism following injuries
(Zhou et al., 2018).

In the present study we aimed at elucidating whether estrogen or Ah
receptors, mitochondrial respiratory chain and ROS modulation are
involved in the previously reported caspase activation preventing effect
of resveratrol. Furthermore, the involvement of autophagy and its
regulator mTOR pathway were also investigated. Autophagy inhibitor
chloroquine, mTOR inhibitor rapamycin, levels of LC3 and p62, marker
proteins of early and late autophagy, respectively and staining for
acidic vacuoles were used to characterize the process.

Mouse embryonic fibroblast (MEF) culture is widely used for
translational studies because it is a simple model for testing basic
pharmacological mechanisms due to its easy accessibility, rapid growth
rates, and the lack of transformation. Moreover, its use raises less
ethical concerns compared to primary cultures of human origin (Qiu
et al., 2016). Primary mouse fibroblasts have previously been de-
termined to express estrogen and Ah receptors and were used as model
cultures to investigate various roles of these receptors (Alexander et al.,
1997; Harper et al., 1991; Marsh et al., 2017). Based on these attributes
MEEF cells were used as non-transformed cell model in our experiments.

2. Materials and Methods
2.1. Reagents and Animals

Resveratrol, caspase 3 activity assay kit using fluorogenic caspase 3
substrate (Ac-DEVD-AMC), buffer components, benzo(a)pyrene, tri-
methoxyflavone, fulvestrant, chloroquine, tamoxifen, rapamycin, di-
chlorofluorescin diacetate (DCFDA) and hydroethidine (HE) and
Western Blot reagents, such as acrylamide/bis-acrylamide 30% solu-
tion, ammonium persulfate, tetramethylethylenediamine, Tris, glycine
and tricine were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA). JC-1
mitochondrial membrane potential detection dye was supplied by
ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, USA), -estradiol hemihydrate
was a kind gift of Gedeon Richter Pharmaceutical Inc. (Budapest,
Hungary). Cell culture mediums and fetal bovine serum were supplied
by Corning (Tewksbury, MA, USA) and ThermoFisher Scientific, re-
spectively. Polyvinylidene fluoride (PVDF) transfer membrane and au-
toradiography film were obtained from Santa Cruz (Dallas, TX, USA)
and Pierce ECL Western Blotting substrate was purchased from
ThermoFisher Scientific.

Primary antibodies against LC3A/B and SQSTM1/p62 were supplied
by Cell Signal Technology (Danvers, MA, USA) and that against GAPDH
was purchased from R&D Systems (Minneapolis, MN, USA). Secondary
anti-rabbit and anti-mouse antibodies were obtained from
ThermoFisher Scientific.
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Test compounds were dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) and
used in cell culture medium to provide 0.5% final DMSO concentration.
Control cells were treated with the same concentration of DMSO.
Resveratrol was used in 200 UM concentration that could completely
prevent caspase activation according to our previous studies (Ulakcsai
et al., 2015). Concentration of other test compounds was chosen ac-
cording to literature data.

Pregnant NMRI mice for cell culture establishment were supplied by
Toxicoop, G6dolls, Hungary. All animal procedures were approved by
the Ethical Committee of the Semmelweis University (22.1/1375/7/
2010) and were in accordance with the EU Council Directives on la-
boratory animals (86,/609/EEC).

2.2. Cell Culture Conditions

Mouse embryonic fibroblast culture was established according to
CSH protocol (Nagy et al., 2006). Cells were maintained in DMEM
supplemented with 10% fetal bovine serum and used between passage 3
and 7.

One day before the experiment cells were seeded to 6 cm Petri
dishes (3 x 10° cells/dish). Twenty-four hours later fetal bovine serum
was withdrawn from the cell culture medium to induce cell death.
Resveratrol treatment was initiated simultaneously with serum depri-
vation. Benzo(a)pyrene, trimethoxyflavone, tamoxifen, fulvestrant, es-
tradiol, chloroquine and rapamycin were applied simultaneously with
serum deprivation and/or resveratrol treatment.

2.3. Caspase 3 Activity

For caspase activity assay after 3-hour treatment period cells were
rinsed with PBS and harvested by trypsin-EDTA, and cytosol extract was
prepared by hypotonic lysis with 0.6% Nonidet P40 according to
Andrews and Faller (Andrews and Faller, 1991). Caspase 3 activity was
measured by commercially available kit according to the manufacturer
instructions using a Fluoroskan Ascent FL Microplate spectro-
fluorometer (ThermoFisher Scientific). Caspase 3 activity is normalized
to the protein content of the sample measured by Lowry's method
(Lowry et al., 1951).

2.4. Analysis of ROS Production and JC-1 Assay for Mitochondrial
Membrane Potential

After 3-hour treatment period cells were rinsed with PBS and har-
vested by trypsin-EDTA. Cells were resuspended in PBS containing 1 uM
HE, 2 uM DCFDA or 5 uM JC-1, respectively. After 30 min incubation at
37 °C cells were collected by centrifugation (450g, 5min, room tem-
perature), washed by PBS and fluorescence was recorded at 485nm
(excitation)/538 nm (emission) for DCFDA, 530nm (excitation)/
590 nm (emission) for HE and both 485nm (excitation)/538 nm
(emission) and 485 nm (excitation)/590 nm (emission) for JC-1 using a
Fluoroskan Ascent FL Microplate spectrofluorometer. Depolarization of
mitochondrial membrane potential is presented as increase in the
green/red fluorescence ratio.

2.5. Staining of Acidic Vacuoles

Cells were cultured on glass coverslips in 24-well tissue culture
plates and subjected to 3-hour serum deprivation in the absence or
presence of 200 puM resveratrol. After completion of the treatment
period the cells were washed by PBS and stained by acridine orange
(1 pg/mL in PBS) for 15min at 37 °C. After incubation the coverslips
were washed in PBS and the cells were visualized by epifluorescent
microscope (Olympus Corporation, Tokyo, Japan) using fluorescein
filter set.
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2.6. Western Blot Analysis

Total cell lysates were prepared using Radio-Immunoprecipitation
Assay buffer containing 50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 150 mM NaCl, 1%
Nonidet P-40, 0.5% sodium deoxycholate and 0.1% sodium dodecyl
sulfate (SDS). Total protein concentration was determined by Bradford's
method (Bradford, 1976). After denaturation by heating at 95°C for
5min in Laemmli buffer (0.1% 2-mercaptoethanol, 0.0005% bromo-
phenol blue, 10% glycerol, 2% SDS, 63 mM Tris-HCl (pH 6.8)) 30 ug
protein samples were separated in 15% SDS-polyacrylamide gels and
then transferred onto PVDF membranes. Membranes were then blocked
with 2% non-fat dry milk or 5% BSA dissolved by Tris-buffered saline
containing 0.1% Tween 20 (TBST) for 1 h and then probed with 1:1000-
diluted primary LC3A/B and p62 antibodies in 5% BSA solution and
1:10000-diluted primary GAPDH antibodies in 2% non-fat dry milk
solution overnight at 4 °C. The membranes were washed with TBST
three times for 10 min and then incubated with 1:2000-diluted HRP-
conjugated secondary antibodies for 1h at room temperature. The
specific proteins were detected on autoradiography films using ECL
reagent. The densitometric analysis was performed using Image J
software (National Institute of Health, Bethesda, MD, USA). Density
ratios of LC3-II to LC3-I and p62 to GAPDH were used for calculations.

2.7. Data Presentation and Statistical Analysis

Data are expressed as proportional changes compared to control and
are given as mean =* standard deviation of at least 3 parallel mea-
surements. One-way ANOVA was used for data analysis followed by
Sidak post-hoc test for multiple comparisons. Corrected p < 0.05 was
considered statistically significant. Data were analyzed by Prism 6.0
software (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). Individual ex-
periments were repeated at least three times. Figures represent the
mean of multiple tests.

3. Results

3.1. Role of Ah Receptor Pathway in the Preventive Effect of Resveratrol on
Serum Deprivation Induced Caspase Activation

In order to investigate the target receptors involved in the protective
effects of resveratrol, we carried out experiments in the presence of
specific Ah receptor agonist benzo(a)pyren or antagonist trimethoxy-
flavone. None of them induced any relevant changes alone but both of
them significantly increased serum deprivation induced caspase
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Fig. 2. The effect of the antiestrogen, 200 pM tamoxifen (Tam) on the protec-
tive action of 200 uM resveratrol (RES) against serum deprivation (SD) induced
caspase 3 activation.

activation. On the other hand their influence on the preventive effect of
resveratrol on caspase activation was negligible (Fig. 1).

3.2. Role of Estrogen Receptor Pathway in the Preventive Effect of
Resveratrol on Serum Deprivation Induced Caspase Activation

To study the role of estrogen receptors in the effect of resveratrol the
most commonly used antiestrogen, tamoxifen was first applied. It did
not influence the cytoprotective effect of resveratrol, furthermore in the
absence of resveratrol, tamoxifen by itself powerfully prevented serum
deprivation induced caspase activation (Fig. 2).

The more selective and pure estrogen receptor antagonist fulves-
trant and agonist estradiol interestingly acted alike, namely they sig-
nificantly potentiated the caspase activation after serum deprivation,
but neither treatment affected significantly the protective property of
resveratrol (Fig. 3).

3.3. Role of Mitochondria in the Preventive Effect of Resveratrol on Serum
Deprivation Induced Caspase Activation

Previously we have demonstrated that the activation of p38 stress
kinase pathway is critical in the cytoprotective effect of resveratrol
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Fig. 1. The effect of the Ah receptor agonist, 1 uM benz(a)pyrene (BAP) (A) and the antagonist, 10 uM trimethoxyflavone (TMF) (B) on the protective action of
200 pM resveratrol (RES) against serum deprivation (SD) induced caspase 3 activation.
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Fig. 3. The effect of the estrogen receptor antagonist, 0.1 uM fulvestrant (Fulv) (A) and the agonist, 0.1 uM B-estradiol (Estr) (B) on the protective action of 200 pM

resveratrol (RES) against serum deprivation (SD) induced caspase 3 activation.

raising the role of mild cellular stress in the mechanism of its action. We
have thus studied the mitochondrial membrane potential and the gen-
eration of ROS as markers of intracellular stress. Fluorescent ROS in-
dicators, HE that measures primarily superoxide radical and DCFDA
that mainly assays intracellular hydrogen peroxide were used.
Mitochondrial membrane potential was assayed by JC-1 dye that ac-
cumulates in the negatively charged compartment of mitochondria re-
sulting in aggregation and a shift its fluorescent property.

The mitochondrial membrane potential was not influenced by
serum deprivation and resveratrol showed only a tendency for depo-
larizing mitochondrial membrane in serum supplemented cells. In the
presence of serum deprivation however it induced a significant dete-
rioration in mitochondrial membrane potential (Fig. 4).

Serum deprivation, resveratrol or their combination did not sig-
nificantly alter the ROS production (data not shown).

3.4. Role of Autophagy in the Preventive Effect of Resveratrol on Serum
Deprivation Induced Caspase Activation

As resveratrol was previously reported to induce autophagy the role
of the process was also studied in the protective behavior of the com-
pound. Staining the cells by acridine orange showed that both serum

(3,
]

NS

p <0.001

p <0.001

H
1

T

w
1

N
1

NS

-
1

JC-1 green/red fluorescence ratio (fold increase)

o

< P

%
& &

: &

Py

Fig. 4. The effect of serum deprivation, 200 uM resveratrol (RES) and their
combination on the depolarization of mitochondrial membrane potential
measured by JC-1 as fluorescent indicator. Increased green/red fluorescence
indicate depolarization of mitochondrial membranes.
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deprivation and resveratrol, as well as their combination increased the
number of acidic vacuoles consistent with formation of autophago-
somes (Fig. 5A).

The well-known autophagy inhibitor, chloroquine completely
eliminated the protective effect of resveratrol. Moreover, caspase acti-
vation was exaggerated when both resveratrol and chloroquine were
present in the culture medium. Chloroquine alone did not change the
serum deprivation induced caspase activation (Fig. 5B).

Expression of proteins LC3 and p62, markers of early and late au-
tophagy, respectively, was detected by Western Blotting to further
characterize the effect of serum deprivation and resveratrol on autop-
hagy. Serum deprivation alone significantly increased the ratio of LC3-
II/LC3-I which was not further altered by concomitant resveratrol
treatment (Fig. 5C). Serum deprivation alone did not influence the level
of p62, while resveratrol treatment of serum deprived cells significantly
enhanced p62 degradation suggesting the improvement of autophagic
flux by the compound (Fig. 5D).

3.5. Role of mTOR Pathway in the Preventive Effect of Resveratrol on
Serum Deprivation Induced Caspase Activation

As mTOR pathway is one of the major regulator of autophagy pro-
cess and was also suggested as possible resveratrol target we tested its
involvement in the caspase activation preventing effect of resveratrol.
The potent and selective mTOR inhibitor rapamycin did not affect the
protection by resveratrol, however alone it showed similar, but much
weaker preventive effect against serum deprivation induced caspase 3
activation (Fig. 6).

4. Discussion

Association between the effects of resveratrol and Ah receptors was
reported in several studies and its protective effects against dioxin and
other Ah receptor ligand toxicity was suggested to be dependent its
inhibitory effect on the receptor (Beedanagari et al., 2009; Casper et al.,
1999; Mohammadi-Bardbori et al., 2012). In our present experiments
compounds known to have direct effect on Ah receptor - its agonist
benzo(a)pyrene and antagonist trimethoxyflavone — did not alter the
protective effect of resveratrol against serum deprivation induced cas-
pase activation. Interestingly both agents induced similar effect, namely
significantly enhanced serum deprivation induced caspase activation
that was prevented by concomitant resveratrol treatment. These data
suggest that both benzo(a)pyrene and trimethoxyflavone have some
direct influence on caspase activation in accordance with some previous
reports (Bolck et al., 2014; Wudtiwai et al., 2011), but the protective
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Fig. 6. The effect of mTOR inhibitor, 100 nM rapamycin (Rapa) on the pro-
tective action of 200 uM resveratrol (RES) against serum deprivation (SD) in-
duced caspase 3 activation.
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effect of resveratrol is independent of inhibition or activation of Ah
receptors.

Many reports identified resveratrol as an estrogen receptor mod-
ulator and many of its effects are suggested to be based on this activity,
however these data are often contradictory. Its antitumor activity was
shown to be the consequence of apoptosis induction via activating es-
trogen receptors in GH3 prolactinoma cells (Wang et al., 2012), while
its antiproliferative effect in endometrial carcinoma cells was explained
at least partly by antagonizing the effect of estrogen (Bhat and Pezzuto,
2001). Molecular dynamic simulations revealed that resveratrol acts
rather as a selective estrogen receptor modulator and its actual effect is
highly dependent on the cellular environment and presence of co-reg-
ulator proteins (Chakraborty et al., 2013). In our present experiments,
tamoxifen did not affect the protective influence of resveratrol on cas-
pase activation, moreover similarly to resveratrol it was able to prevent
serum deprivation induced caspase activation. However, tamoxifen is
not an estrogen receptor antagonist but a partial agonist with low in-
trinsic activity and is also characterized by numerous other effects in-
cluding modulation of autophagy (Chen et al., 2015; Cho et al., 2012).
To clearly understand the role of estrogen receptors in the caspase ac-
tivation preventing effect of resveratrol the pure estrogen receptor
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antagonist fulvestrant and agonist estradiol were also tested. Fulves-
trant highly potentiated caspase activation after serum deprivation
suggesting that endogenous estrogen may have a strong protective ef-
fect against noxious insults. On the other hand, the estrogen receptor
antagonist caused only mild, non-significant increase of serum depri-
vation induced caspase activity in the presence of resveratrol. This
small elevation may be explained by the strongly aggravated caspase
activation in the presence of fulvestrant and the results suggest that the
present effect of resveratrol is not associated with the activation of
estrogen receptors. This is further confirmed by the effect of estradiol
that interestingly also exaggerated the caspase activation after serum
deprivation. Similar findings have been reported elsewhere, showing
that estradiol can exert both neuroprotective and neurodamaging ac-
tivity in a dose-dependent manner (Strom et al., 2011).

Based on our previous findings, that p38 stress kinase pathway is
critical for the cytoprotective effect of resveratrol (Ulakcsai et al.,
2015), we investigated the role of mitochondrial dysfunction and ROS
generation as possible sources of cellular stress in its protective effect.
We found that neither serum deprivation nor resveratrol alone influ-
ence mitochondrial membrane potential, but resveratrol caused sig-
nificant mitochondrial depolarization in serum deprived cells. In line
with our results resveratrol was previously reported to regulate mi-
tochondrial respiratory chain function and mitochondrial complex I
was identified as its target. Whether it has anti- or prooxidant effects
was suggested depending on its dose, the treatment duration and cel-
lular redox status. Importantly, the effect of resveratrol can differ in the
presence or absence of cellular stress (Gueguen et al., 2015).

Although mitochondrial dysfunction is regarded as the major source
of ROS (Turrens, 2003), in the present study we found that neither
serum deprivation nor resveratrol treatment caused significant altera-
tion in the ROS production. These results might be explained by the
direct antioxidant effect of the compound that may compensate the ROS
generation induced by the mitochondrial damage. By this way the in-
duced intracellular stress may be kept in a low range that activates the
cytoprotective machineries, such as autophagy, instead of direct cel-
lular damage. This process can mimic the effect of ischemic pre-
conditioning by increasing the stress resistance induced by mild da-
mage. Activation of various signal transduction pathways including p38
kinase signaling was reported as molecular mechanisms involved in the
preconditioning (Ping and Murphy, 2000) that is in line with our pre-
vious findings.

Because mitochondrial membrane depolarization and activation of
p38 kinase pathway are commonly associated to autophagy and both
tamoxifen and resveratrol were reported to modulate autophagy our
interest turned to this latter mechanism (Chen et al., 2015; Cho et al.,
2012; Liu et al., 2015). Autophagy can be a protective mechanism and
can enhance the stress-resistance by eliminating the damaged cell or-
ganelles. Autophagy was e.g. reported promoting survival against da-
satinib-induced hepatotoxicity in primary hepatocytes (Yang et al.,
2015). In the present study chloroquine an established late phase au-
tophagy inhibitor (Ganguli et al., 2014) entirely eliminated the in-
hibitory effect of resveratrol on serum deprivation induced caspase
activation, which suggests the importance of autophagy in its cyto-
protective function. Moreover, chloroquine not only abolished but in-
verted the effect of resveratrol on caspase activity, which reached even
a higher level compared to that in case of serum deprivation alone. As
in the absence of resveratrol chloroquine with or without serum de-
privation did not affect caspase activation, its aggravation is likely the
consequence of turning the effect of resveratrol from protective to
harmful direction. Induction of autophagy by both serum deprivation
and resveratrol was also confirmed by acridine orange staining in-
dicating increased number of acidic vacuoles in the cells.

The involvement of autophagy in the protective effect of resveratrol
was further confirmed by examining the levels of LC3 and p62, marker
proteins of early and late autophagy, respectively. Conversion of LC3-I
to LC3-II by conjugation to phosphatidylethanolamine is a critical step
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of isolation membrane formation of autophagosomes. Their ratio thus is
the most well-established marker of autophagy. Increased amount of
LC3-II or LC3-II/LC3-I ratio was proposed to reflect solely the accu-
mulation of autophagosomes, which can be the consequence of either
their increased generation, a reduction in their turnover or both (Y.
Zhang et al., 2016). We can have a better insight about the autophagic
flux by assessing the degradation of p62, an adaptor protein involved in
targeting of ubiquitinated proteins to the autophagosomes, where it is
also degraded (Mizushima and Yoshimori, 2007). Our data suggest that
serum deprivation itself upregulated the autophagosome formation, but
it was not accompanied by an increase in the autophagic flux. Resver-
atrol affected this latter process, indicated by increased degradation of
p62, thus improving the late phase of autophagy may contribute to its
cytoprotective activity. Corcelle et al. previously reported that inhibi-
tion of p38 interferes mainly the late, maturation step of autophagy
(Corcelle et al., 2007). This is in accordance with our previous and
present findings showing that resveratrol prevents caspase activation by
induction of autophagy in a p38 MAPK dependent manner.

Serum deprivation induced cell death in HT22-cells was also found
accompanied by significant elevation of LC3-II/LC3-I ratio but the in-
hibition of autophagy was rather deleterious than protective (Steiger-
Barraissoul and Rami, 2009), similarly to our present results. We can
thus speculate that up-regulation of autophagy secondary to serum
deprivation is a counterregulatory process aiming at elimination of
damages, but it may not be enough to overcome the apoptotic process.
Facilitation of autophagy thus can be supposed to be cytoprotective by
counteracting the apoptosis activation. Resveratrol may enhance this
cytoprotective mechanism via facilitation of autophagic flux.

Similar results were recently reported in other models of cellular
damage that further confirm the cytoprotective effect of resveratrol and
the role of autophagy induction in the process. Elevated autophagy and
involvement of p38 MAPK activation were found during protection of
resveratrol against oxidative stress induced damage in H9c2 cardio-
myocytes (Lv and Zhou, 2012).

Previously it was suggested that resveratrol induces autophagy via
promoting AMPK phosphorylation when ATP level decreases because of
mild mitochondrial damage and prevents cell death as the consequence
of autophagy provocation (Duan et al., 2016; Gu et al., 2016; Hasima
and Ozpolat, 2014). It is also known however, that AMPK can promote
p38 MAPK activation (Lanna et al., 2014; Li et al., 2005), thus these
reports are in line with our results and hypothesis that intracellular
stress caused by resveratrol enhances AMPK/p38 pathway-induced
autophagy resulting in cytoprotection.

Neurotoxin induced damage of PC12 cells was also attenuated by
resveratrol through inducing autophagy. In this model activation of
SIRT was identified as upstream pathway of autophagy related cyto-
protection (Deng and Mi, 2016). In other studies in HUVEC cells and
HT22 cells similarly SIRT dependent increased autophagic flux by re-
sveratrol was found important in reduction of oxidized LDL and en-
doplasmatic reticulum stress induced damage, respectively (Y. Zhang
et al.,, 2016; Yan et al., 2018). In our previous experiments, however
SIRT-1 inhibitor did not interfere with the caspase activation pre-
venting effect of resveratrol (Ulakcsai et al., 2015), raising the possi-
bility of cell or damage type specific regulation pathways.

Since modulation of mTOR pathway has been proposed to be re-
sponsible for the cardioprotective effects of resveratrol and mTOR plays
a key role in regulation of autophagy (Gurusamy et al., 2010) we aimed
at clarifying whether resveratrol prevents caspase activation by altering
mTOR activity. Although rapamycin, the selective and potent mTOR
inhibitor also reduced the serum deprivation induced caspase activa-
tion, its effect was only partial. This finding further confirms the pro-
tective effect of autophagy induction but suggests that resveratrol ex-
erts its effect on an mTOR independent pathway. In addition to mTOR,
stress kinases also participate in the induction of autophagy (for review
Sui et al., 2014.) that is in line with our previous results showing pivotal
role of p38 kinase activity in the caspase activation preventing effect of
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resveratrol (Ulakcsai et al., 2015.)

Limitations: A major limitation of this study is the use of mouse
embryonic fibroblast instead of human cells due to ethical concerns,
thus further translational experiments are required to analyze the
protective effect of resveratrol in humans.

5. Conclusion

Based on our present data we can hypothesize that resveratrol
causes a mild mitochondrial damage in serum deprived primary fibro-
blasts, which can induce autophagy via p38 dependent pathway and
protect cells from apoptosis by removing dysfunctional cell con-
stituents.

Our present hypothesis might explain some of the contradictory
data regarding the pro- and anti-apoptotic effect of resveratrol. It in-
duces a mild damage per se that can result in either potentiation of
stress resistance pathways or direct cytotoxicity depending on the ac-
tual circumstances e.g. its concentration, the cell type studied, the in-
tensity of damaging insult or mitochondrial redox status.
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