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1. Bevezetés

A rezveratrol (3,5,4'-trihidroxi-sztilbén) egy fitoalexin vegyiilet, mely szamos névényben, de
legnagyobb mértékben a kék sz6ld héjaban és magvaiban taldlhaté meg. Elényds
farmakologiai hatasait j6 néhany esetben leirtak mar, igy tobbek kozott ismert 6regedés-
gatlo, antioxidans, gyulladascsokkentd, tumorellenes, neuroprotektiv és kardioprotektiv
hatasa is. lgazoltan hat az apoptozisra, viszont az ezzel kapcsolatos irodalom eléggé
ellentmondasos, hiszen pro- és antiapoptotikus tulajdonsagai egyarant ismertek. Ezen
kiilonbségek a tanulmanyokban abbol adodhatnak, hogy a vegyiilet eltérd hatast fejthet ki
kisérleti koriilményektol, igy példaul az alkalmazott dozistdl, a kezelés hosszatol vagy a
vizsgalt sejttipustol fliggden. Jellemzben, a rezveratrol ellentétes hatassal bir az apoptdzisra

tumoros, illetve nem-transzformalt sejtek esetében.

A rezveratrol célpontjai és hatasmechanizmusa még kevéssé tisztazottak. Az irodalmi
forrasok alapjan hatassal van kiilonb6z6 metabolikus és jelatviteli utvonalakra, van pro- és
antioxidans aktivitasa is és szdmos transzkripcios faktor szabdlyzasaban is részt vesz. A
rezveratrol farmakoldgiai hatasaival gyakran Osszefliggésbe hozott receptorialis
tamadaspontok az aromas szénhidrogén (AHR) és az Osztrogén receptorok. Sokrétii
hattérmechanizmusai koziil egyesek kiemelkedd jelentdséget tulajdonitanak a SIRTI
enzimnek, valamint hatasai hatterében szamos mas jelatviteli utvonal, igy példaul a PI3-
kinaz/Akt, a p38 MAPK/INK/ERK és az mTOR kinaz atvonal szerepe is valdsziniisitheto.
A mitokondrialis elektrontranszport-lanc és a szabadgyok (ROS) termelédés befolyasolasat
Is gyakran feleldssé teszik a rezveratrol egyes farmakologiai hatasaiért. Mindemellett széles

korben tanulmanyozott a rezveratrol autofagiat befolyasolo hatasa is.



2. Célkitiizések

Munkam célkitiizései a kovetkezok voltak:

1. A rezveratrol protektiv hatasanak igazoldsa karos stimulussal szemben, primer

sejtkultaran

A rezveratrol preventiv hatadsanak igazolasa egyidejlleg alkalmazott szérum-
megvonas indukalta kaszpaz-3 aktivacioval szemben, primer egér embrionalis
fibroblaszt sejteken.

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

fibroblaszt sejteken.

2. Arezveratrol szérum-megvonas indukalta kaszpaz-3 aktivaciora gyakorolt hatasanak

hatterében meghtizddé folyamatok megismerése

A p38, INK, ERK, PI3K és mTOR kinaz utvonalak, valamint a SIRT1 enzimet
érint0 jelatviteli ut részvételének vizsgalata.

Az aromas szénhidrogén és dsztrogén receptorok szerepének vizsgalata.

A rezveratrol antioxidans tulajdonsdganak tanulmanyozasa a kaszpaz-3
aktivaciora gyakorolt hatdsaval 6sszefiiggésben.

A mitokondrialis depolarizacié és a reaktiv oxigéngyOokok szerepének
megallapitasa.

Az autofagia jelentdségének vizsgalata a rezveratrol kaszpaz-3 aktivaciora

gyakorolt hatasaban.



3. Moédszerek

3.1 Az egyes tesztvegyiileteket irodalmi adatok alapjdn meghatarozott koncentracioban
alkalmaztuk a kisérletek soran. Az allatokat a Semmelweis Egyetem Allatkisérletes Etikai
Bizottsaganak jovahagyasaval (22.1/606/001/2010, 2010. februar 5.) és az Eurdpai Tanacs
kisérleti és egyéb tudoméanyos célokra felhasznalt allatok védelmére vonatkozo

rendelkezésének megfelelden kezeltiik (86/609/EEC).

3.2 A vizsgalathoz nem-transzformalt, primer embrionalis egér fibroblasztokat hasznaltunk
melyet a CSH protokollnak megfeleléen készitettiink. A sejteket 10%-os FBS tartalmt
DMEM tapoldatban tenyésztettiik, majd a kisérletekhez 3-7 passzazs kozott hasznaltuk dket.
Egy nappal a kezelés elétt a sejteket hat centiméteres petri-csészékbe raktuk ki (3x10°
sejt/csésze) és masnap szérum-megvonast alkalmaztunk apoptézis kivaltasa érdekében a
rezveratrol, illetve a kiilonbozé jelatviteli Gtvonalak gatloszereinek jelenlétében, vagy
hianyaban. Az N-acetilcisztein, a benzo(a)pirén, a trimetoxiflavon, a tamoxifen, a
fulvesztrant, az 6sztradiol és a klorokin kezelés a szérum-megvonassal és/vagy a rezveratrol
kezeléssel egyidejlileg tortént. A “mentd” hatas vizsgalatakor, harom 6rés szérum-megvondast

kovetden egészitettiik ki rezveratrollal a sejtkultura tapoldatot.

3.3 A kaszpaz aktivitas vizsgalatahoz, meghatarozott (3, 4,5 és 6 oras) kezelési periodusokat
kovetben a sejteket foszfat pufferes sooldattal (PBS) mostuk és tripszin-EDTA oldattal
szedtiik fel. A citoszol kivonatot hipotonias lizis puffer, majd 0,6% Nonidet P40
alkalmazasaval készitettiik. A rezveratrol direkt kaszpaz gatlo hatasanak vizsgalatara, a
rezveratrolt a szérum-megvonasban részesiilt fibroblasztok citoszolkivonatahoz adtuk hozza,
kozvetleniil a kaszpdz-3 aktivitds mérést megeldzden. A vizsgalathoz az Ac-VAD-CMK-t,
egy nem-szelektiv direkt kaszpaz inhibitort hasznaltuk pozitiv kontrollként, 20 puM
koncentracioban. A kaszpaz-3 aktivitast a kereskedelemben elérhetd kittel mértiik (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) a gyart6 utasitasat kovetve, Fluoroskan Ascent FL Microplate
spektrofluorométert (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) alkalmazva. A kaszpaz-

3 aktivitast a minta Lowry modszere alapjan meghatarozott fehérje tartalmara normalizaltuk.

3.4 A fibroblaszt sejtek ¢életképességét a laktat-dehidrogendz (LDH) enzim

felszabaduldsdnak mérése altal, a Promega cégtél vasarolt CytoTox-One® kit segitségével



vizsgaltuk. A mérést a kit leirasanak megfelelden végeztiik, a fluoreszcenciat 590 nm-en
detektaltuk Fluoroskan Ascent FL Microplate spektrofluorométer segitségével, 530 nm-es

gerjesztés mellett. Az adatok kiértékelése a kit leirdsaban javasolt modon tortént.

3.5 A ROS termelédés tanulmanyozasara valamint a mitokondrialis membranpotencial
valtozasanak vizsgalatara a harom oOrés kezelési periddust kdvetden 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 festéket tartalmazo PBS-ben reszuszpendaltuk. 37 °C-on torténd 30 perces
inkubaciot kovetben a sejtszuszpenziot lecentrifugaltuk (450g, 5 perc, szobahd), PBS-sel
mostuk és Fluoroskan Ascent FL Microplate spektrofluorométer segitségével a mintak
fluoreszcenciajat a kovetkezé hullamhosszakon detektaltuk: DCFDA - 485 nm
(gerjesztés)/538 nm (emisszio), HE — 530 nm (gerjesztés)/590 nm (emisszio), JC-1 — 485 nm
(gerjesztés)/538 nm (emisszid) €s 485 nm (gerjesztés)/590 nm (emisszid). A mitokondrialis
membranpotencial depolarizacidjanak mértékét a zold/piros emisszidintenzitas-arany

segitségével adtuk meg.

3.6 A sejtben 1évd savas sejtalkotok akridin-narancs festéssel torténd tanulméanyozasa
érdekében a sejteket egy 24 lyukt szovettenyésztd lemez egy-egy edényébe elhelyezett kerek
tiveg feddlemezre novesztettilk, majd harom oras szérum-megvonast alkalmaztunk 200 uM
rezveratrol jelenlétében illetve hianyaban. A kezelési id6 lejartaval a sejteket PBS-sel mostuk
Az inkubaciét kovetden a fed6lemezeket PBS-sel mostuk és a sejtekrdl fluoreszcens
felvételeket készitettiink epifluoreszcens mikroszkdp (Olympus Corporation, Tokio, Japan)

segitségével.

3.7 A Western-blot analizishez a kezelt és kezeletlen fibroblaszt sejtkultirdkbol teljes
sejtlizatumot készitettiink. Ehhez RIPA puffert hasznaltunk. A mintak teljes fehérjetartalmat
a Bradford modszer segitségével hataroztuk meg. A lizatumhoz Lemmli puffert 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-poliakrilamid gélen futtattuk. Az elvalasztas utan a
fehérjéket PVDF membranra vittiik 4t. A membranhoz kotédott fehérjéket 0,1% Tween 20-
at tartalmazo TRIS-szel pufferelt sdoldatban (TBST) oldott 2% sovany tejporral vagy 5%



BSA-val blokkoltuk egy oraig. A primer antitesteket (LC3 A/B, p62, GAPDH) egy éjszakan
at hagytuk a membranon (4°C). Masnap a membranokat TBST-vel mostuk haromszor 10
percig, ezt kdvetden tormaperoxidazzal konjugalt méasodlagos antitestekkel (nyul és egér
IgG) inkubaltuk egy oran at, szobahdmérsékleten. Az immunreaktiv savokat, vagyis a
specifikus fehérjéket kemilumineszcens mdodon, rontgenfilmen tettiik lathatova Pierce ECL
Western Blot reagenst alkalmazva. A fehérjeexpresszio kvantifikédlasdhoz denzitometrias
analizist végeztiink az Image J szoftver segitségével (National Institute of Health, Bethesda,
MD, USA). Az eredmények kiértékelésénél az LC3-11/LC3-1 denzitasaranyt alkalmaztuk,
illetve a p62-specifikus savok optikai denzitasait mindig ugyanazon mintdk GAPDH-

specifikus savjaira normalizaltuk.

3.8 Az értekezésben szerepld adatokat rendre atlag + széras formaban adtuk meg minimum
harom péarhuzamos mérés eredményei alapjan. Az eredményeket a kontrollhoz viszonyitott
novekedésként abrazoltuk. A statisztikai kiillonbségek kiértékeléséhez kétmintds t-probat
vagy tObbszOrds Osszehasonlitasok esetén egyszempontos ANOVA-t alkalmaztunk.
ANOVA esetén az egyes csoportok kozotti szignifikancia meghatarozasat Sidac-féle post
hoc teszt segitségével végeztiik. Egy kiillonbséget akkor tekintettiink statisztikailag
szignifikansnak, ha a p értéke kisebb volt, mint 0,05. Az egyes kisérleteket egyenként
legaldbb haromszor megismételtiik. Az abrak az Osszes elvégzett kisérlet eredményeinek

atlagat reprezentaljak.

4. Eredmények

4.1 Primer egér fibroblasztokon a szérum-megvonas mar harom-hat ora alatt nagymértéki
kaszpaz-3 aktivaciot eredményezett (P <0,001). A rezveratrol védo hatasanak értékeléséhez
szérum-megvonassal egyidejiileg a sejteket a vegytilet kiillonb6z6 koncentracioival (10, 25,
50, 75, 100, 200 uM) kezeltiik. A rezveratrol dozisfliggéen gatolta a kaszpaz-3 aktivaciot
66,3+ 13,81 uM-os IC50 értékkel. Teljes mértékii kaszpaz-3 gatlast harom ora szérum-
megvonast kovetden 200 pM-o0s rezveratrol koncentracioval értiink el, igy a tovabbi
kisérletekhez ezt a koncentraciot hasznaltuk (1. abra). A véddé hatds még hat ora szérum-

megvonds utdn is megfigyelhetd volt. Mivel a szérum-megvonas altal kivaltott kaszpdz-3



aktivacio és a rezveratrol védé hatdsa mar harom ora szérum-megvonast kovetden is
szignifikans volt, a tovabbi kisérletek soran a harom o6rds megvonast alkalmaztuk a

kaszpaz-3 aktivacio kivaltasara.

A rezveratrol direkt kaszpaz gatld hatasanak vizsgalatara, a rezveratrolt nem a sejtkultara
tapoldathoz adtuk hozz4, hanem kozvetleniil a szérum-megvonasban részesiilt fibroblasztok
citoszol kivonatahoz. A rezveratrol ezen korilmények kozott direkt kaszpaz gatld hatast nem

mutatott.
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1. dbra: A rezveratrol hatasa a szérum-megvonas-indukalt kaszpaz-3 aktivaciora. A
rezveratrol dézisfiiggéen gatolta a kaszpaz-3 aktivaciot harom éra szérum-megvonast
kovetoen. A kaszpaz-3 aktivitas kontroll értéke szérum-megvonas nélkiil: 1,760,097
nmol/mg/harom oéra. A p értékek a rezveratrollal nem Kkezelt, szérum megvont
csoporthoz tortént hasonlitasra vonatkoznak.



4.2 Megvizsgaltuk, hogy a rezveratrol képes-e a mar aktivalodott kaszpaz-3 aktivitast
csokkenteni. Hairom oOras szérum-megvonast kovetden a primer fibroblasztok tapoldatat 200
uM-os rezveratrollal egészitettiik ki és tovabbi két ora varakozas utan megmértiik a kaszpaz-
3 aktivacio mértékét. A rezveratrol ekkor is jelentdsen csokkentette a kaszpaz-3 aktivitast. A
vegyiilet nemcsak a tovabbi kaszpaz aktivaciot akadalyozta meg, de a kezdeti harom 6ra
szérum-megvonas utan mért kaszpaz-3 aktivitast is tovabb csokkentette. A kisérlet
eredménye alapjan feltételezhetjiik, hogy a rezveratrol nem kizarélag védd, hanem ment6

hatassal is rendelkezhet.

4.3 A fibroblasztsejtek ¢életképességének vizsgalatara a laktat-dehidrogenaz enzim kibocsatas
mértékének meghatarozasat alkalmaztuk, hogy megtudjuk a rezveratrol kaszpaz-3 gatld
hatésa egyiitt jar-e a sejtek ¢letképességének javulasaval. Az eredmények azt mutattdk, hogy
24 6ra szérum-megvonast kdvetden csokkent a sejtek eletképessége, melyet egyideji 200 uM

rezveratrol kezelés jelentdsen mérsékelt.

4.4 Annak érdekében, hogy kideritsiik milyen jelatviteli titvonal jatszik fontos szerepet a
rezveratrol hatasaban, p38, JNK, ERK, PI3K, mTOR kinaz Gtvonalak és SIRT1 gatloszerek
jelenlétében megvizsgaltuk, hogy valtozik-e a rezveratrol hatadsara a kaszpaz-3 aktivacio
mértéke. Az eredményeink alapjan, az emlitett gatloszerek koziil kizarolag a p38 MAPK
gatloszere, a SB 202190 sziintette meg a rezveratrol védo, kaszpaz-3 aktivaciot gatlo hatasat
(2. abra).

4.5 A rezveratrol protektiv hatasaban feltételezhetGen szerepet jatszo receptorok felderitése
érdekében kisérleteket végeztiink a specifikus AHR agonista benzo(a)pirén és az AHR
antagonista trimetoxiflavon jelenlétében. A vegyiiletek a rezveratrol kaszpaz-3 aktivaciora

gyakorolt preventiv hatasat csak elhanyagolhaté mértékben befolyasoltak.

4.6 Annak érdekében, hogy kideritsiik, hogy az 0sztrogén receptornak szerepe van-e€ a
rezveratrol protektiv hatasaban, el6szor az egyik leggyakrabban alkalmazott antiésztrogén
vegyiilettel, a tamoxifennel végeztiink kisérleteket. A mért adatok alapjan, a tamoxifen nem
befolyasolta a rezveratrol citoprotektiv hatasat, habar rezveratrol hidnyaban, a tamoxifen

Onmagaban erdteljes preventiv hatdst mutatott a szérum-megvonds indukalta kaszpaz-3



aktivacioval szemben. Tovabb vizsgalva az 6sztrogén receptor szerepét azt talaltuk, hogy a
tamoxifennél szelektivebb, tiszta 6sztrogén receptor antagonista fulvesztrant €s az agonista
Osztradiol egymashoz hasonloan viselkedtek, nevezetesen mindkét vegyiilet szignifikans
mértékben potencirozta a szérum-megvonast kovetd kaszpaz-3 aktivaciot, de egyik sem

befolyésolta jelentdés mértékben a rezveratrol protektiv hatasat.
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2. dabra: Kétszaz pnM rezveratrol (REZ) hatasa a harom o6ras szérum-megvonas (SzM)
indukalta kaszpaz-3 aktivaciora a p38, JNK, ERK, PI3K, mTOR és SIRT1 ttvonalak
gatloszereinek jelenlétében.



4.7 Tekintve, hogy a p38 kinaz utvonal elsGsorban intracellularis stressz hatasara aktivalodik,
és a rezveratrol pro- és antioxidans tulajdonsagat is leirtak mar, ugy gondoltuk, hogy a ROS
képzddésnek szerepe lehet a szérum-megvonas-indukalt kaszpaz-3 aktivacionak és/vagy a
rezveratrol védo hatasanak kialakuldsaban. Annak tisztazasara, hogy a rezveratrol sejtvédo
hatdsa az antioxidans tulajdonsadganak kdszonhetd-e, megvizsgaltuk a jol ismert antioxidans,
az N-acetilcisztein hatasat a szérum-megvonast koveté kaszpaz-3 aktivacidban.
Viarakozasainkkal ellentétben a szérum-megvonas miatt bekdvetkez6 kaszpaz-3 aktivacio az
N-acetilcisztein hatasara nem csokkent, s6t még novekedett is a mértéke. Ugyanakkor, a

rezveratrol képes volt az igy megnovekedett kaszpaz-3 aktivacio kivédésére is.

4.8 A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a mitokondrialis membranpotencial valtozasa és a
reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) termeldédése szerepet jatszik-e a rezveratrol
hatdsmechanizmusaban. Mérési eredményeink alapjan a szérum-megvonas nem befolyasolta
jelentésen a mitokondrialis membranpotencialt, és 6nmagaban a rezveratrol is csak csekély
mértékli membran depolarizacidt okozott a szérummal ellatott sejtekben. Ezzel ellentétben,
szérum-megvonas jelenlétében a rezveratrol szignifikdnsan csokkentette a mitokondrialis
membranpotencial mértékét. Sem a szérum-megvonds, sem a rezveratrol, sem ezek

kombinécioja nem modositotta jelentds mértékben a ROS termelddés mértékét.

4.9 Mivel korabban mar Osszefiiggésbe hoztak a rezveratrol bizonyos hatasait autofagiat
indukalo tulajdonséagaval, a tovabbiakban arra kerestiink valaszt, hogy a vegyiilet sejtvédd
hatéasa is Osszefliggésbe hozhato-e ezen tulajdonsaggal. A savas sejtalkotok akridin-narancs
festéssel torténd tanulmanyozasa sordn azt tapasztaltuk, hogy mar dnmagédban a szérum-
megvonas ¢s a rezveratrol kezelés, illetve ezek kombinacioja is novelte a savas vakudélumok

szamat, mely az autofagoszomak fokozott képzodésére utalt (3. abra).
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3. dbra: A rezveratrol hatasa az autofagiara. A szérum-megvonas, a 200 pM rezveratrol
és kombinacidjuk hatasa a savas vakuolumok képzédésére. A sargas-narancs pottyok a
citoplazmaban a savas vakuélumokat reprezentaljak.

Az autofagia szerepének tovabbi vizsgalatdhoz, a jol ismert autofagia inhibitor vegytiletet, a
klorokint alkalmaztuk, mely teljes mértékben meggatolta a rezveratrol protektiv hatasanak
megjelenését. S6t mi tobb, a szérum-megvonas indukalta kaszpaz-3 aktivacié még tovabb
fokozodott, mikor a rezveratrolt és a klorokint egyidejlileg alkalmaztuk. A klorokin kezelés
onmagaban ugyanakkor nem befolyasolta a szérum-megvonas altal kivaltott kaszpaz-3
aktivaciot. Ezt kovetden az LC3 és p62 fehérjék, az autofagia korai és kései markereinek
expresszigjat tanulmanyoztuk Western blot technikaval. Azt tapasztaltuk, hogy az LC3-
[I/LC3-1 fehérje expresszids arany szignifikansan megnétt a szérum-megvonas hatasara,
melyet a kiegészitd rezveratrol kezelés mar nem valtoztatott meg jelentésen. A szérum-
megvonas dnmagaban nem befolyasolta a p62 fehérje szintjét, de rezveratrol kezelés hatasara
nagymértékben fokozodott a p62 fehérje degradacié a szérum-megvonasban részesiilt

sejtekben, mely az autofagias fluxus novekedésére enged kovetkeztetni (4. abra).
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4. abra: A rezveratrol hatasa az autofagiara. Az autofagia marker proteinek
expresszioja. A szérum-megvonas (SzM), a 200 pM rezveratrol (REZ) és
kombinaciojuk hatasa az LC3-11/LC3-1 aranyra [A] és a p62 protein
degradaciojara [B].

5. Kovetkeztetések

5.1 A rezveratrol hatasosnak bizonyult a szérum-megvonas indukalta kaszpaz-3 aktivacio
gatlasara primer embrionalis egér fibroblaszt sejteken és novelte a sejtek ¢letképességét is.
A jelen kisérletekben 200 uM-0s rezveratrol koncentracidval sikeriilt a legnagyobb mértéki
citoprotektiv hatast kivaltani. Kisérleteinkben a rezveratrolt a szérum-megvonassal
egyidejlileg adtuk a sejtek tapoldatahoz és igy igazoltuk a vegytilet sejtvédd tulajdonsagat.
Mindemellett igazoltuk azt is, hogy ha a rezveratrolt utélag, mar harom ora szérum-
megvonast kovetden adtuk a sejtekhez, a vegylilet mintegy utdlagos kezelésként is képes volt
mérsékelni a mar megemelkedett kaszpaz-3 aktivitast. Feltételezhetd tehat, hogy a
rezveratrol nem kizarolag védo, hanem ment6 hatassal is rendelkezik a fokozott kaszpaz-3

aktivitas tekintetében, mely tulajdonsagat, legjobb tudomasunk szerint, elséként mi k6zoltiik.
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5.2 A rezveratrol kiilonboz6 farmakologiai hatasai hatterében szamos jelatviteli Gtvonal
szerepe valoszintisithetd. A PI3-kinaz/Akt, a p38 MAPK/JNK/ERK jelatvitel, az mTOR és a
SIRT1-et érinté utvonalak mind szerepet jatszhatnak a rezveratrol citoprotektiv hatasaban.
Kisérleteink eredményei alapjan a fenti jelatviteli Gtvonalak koziil a p38 kindz szerepe
igazolodott be a rezveratrol szérum-megvonast kovetd kaszpaz-3 aktivacid kivédésében.
Jollehet az irodalmi adatok alapjan a rezveratrol p38 kinazra kifejtett hatasai meglehetésen
ellentmondasosak. A p38 kinaz vélhetden kettds szereppel bir a sejt sorsat illetden, a sejt
tuléléséért és halalaért is felelhet, mely fligghet a vizsgalt sejttipustdl, a stimulus tipusatdl és
a p38 izoformatol is. Ezzel 0Osszefiiggésben kimutattuk, hogy a fent leirt kisérleti
koriilmények kozott a p38 kinaz inkdbb egy citoprotektiv, mintsem proapoptotikus hatés

kivaltasaban jatszott szerepet.

5.3 Arezveratrol bizonyos hatéasai kapcsolatba hozhatok az AHR-hoz valé kotédésével. Jelen
kisérletben, az AHR agonista és antagonista vegyiiletek a rezveratrol kaszpaz-3 aktivacioban
gyakorolt preventiv hatdsat csak elhanyagolhatdé mértékben befolyasoltak, igy
valoszintsithetd, hogy a vegyiilet protektiv hatasa fiiggetlen az AHR-0k aktivacigjatol vagy

gatlasatol.

5.4 A rezveratrolt gyakran azonositjdk ugy, mint egy Osztrogén-receptor modulator
vegyiiletet és szamos farmakoldgiai hatast tulajdonitanak ezen sajatsaganak, bar az erre
vonatkozo irodalmi adatok ¢és elképzelések nem egységesek. Molekuladinamikai
szimulaciokkal ravilagitottak arra, hogy a rezveratrol sokkal inkabb egy szelektiv 6sztrogén-
receptor modulatorként viselkedik és a tényleges hatdsa nagyban fiigg a cellularis
kornyezettdl és egyéb ko-regulator proteinek jelenlététdl. Az altalunk végzett vizsgalatokban
a tamoxifen nem befolyasolta a rezveratrol kaszpaz-3 aktivaciora kifejtett hatasat, sét a
rezveratrolhoz hasonléan képes volt kivédeni a szérum-megvonas indukalta kaszpaz
aktivaciot. Az osztrogén-receptoroknak a rezveratrol kaszpaz-3 aktivaciot kivédé hatasaban
betdltott lehetséges szerepének tisztazasa érdekében a tiszta Gsztrogén-receptor antagonista
fulvesztrant és agonista Osztradiol vegyiiletekkel is vizsgalatokat végeztiink. Eredményeink
azt sugalljak, hogy a rezveratrol a kaszpaz aktivaciot kivédé hatasat az Osztrogén-

receptoroktol fiiggetleniil fejti ki.
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5.5 A rezveratrol antioxidans és prooxidans tulajdonsagait is leirtak mar. A szakirodalom
felveti annak a lehet6ségét, hogy az, hogy a rezveratrol antioxidans vagy prooxidans
tulajdonsaga érvényesiil a kiillonb6z6 hatasai kapcsan, az nagymértékben fiigg a rezveratrol
dozisatol, a kezelés hosszatol és a cellularis redox statusztol. Lényegében tehat, a rezveratrol
hatdsa kiilonbozhet attol fiiggden, hogy a cellularis stressz jelen van-e a vizsgalati
koriilmények kozott. Jollehet, szamos kozlemény szamolt be arrdl, hogy a rezveratrol
sejtvédd hatdsa az antioxidans tulajdonsdganak koszonhetd, vizsgalatainkban a szintén
antioxidans tulajdonsagi N-acetilcisztein nem csokkentette, hanem ndvelte 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
¢s nem befolyasolja a rezveratrol kedvezo hatasat. Mindezek alapjan pedig az a kovetkeztetés
vonhat6 le, hogy a rezveratrol antioxidans tulajdonsaga Oonmagaban nem lehet elég a

protektiv hatashoz, egymagaban nem lehet magyarazata a sejtvédd hatasanak.

5.6 Korabbi vizsgalataink azt igazoltak, hogy a rezveratrol szérum-megvonas okozta
kaszpaz-3 aktivaciot kivédd hatdsaban a p38 MAPK stressz kindz kritikus szerepet jatszik,
ezért megvizsgaltuk a mitokondrialis diszfunkcié és a ROS termelddés szerepét, mint a
cellularis stressz lehetséges forrasait a rezveratrol citoprotektiv hatasaban. Azt talaltuk, hogy
sem O0nmagaban a szérum-megvonas, sem a rezveratrol nem befolyasoltak a mitokondrialis
membranpotencialt, viszont egyiittes alkalmazasuk esetén a rezveratrol szignifikans
mitokondrialis depolarizaciot okozott a szérum-megvonasban részesiilt sejtekben.
Eredményeink Osszhangban allnak azzal a korabban kozolt megallapitassal, miszerint a
rezveratrol a mitokondridlis 1égzési lanc funkcidjara is hatassal van. Jollehet, a
mitokondrialis diszfunkciora gy tekintenek, mint a ROS képzddés legfobb forrasara, az
értekezésben bemutatott kisérletek sordn azt tapasztaltuk, hogy sem a szérum-megvonds, sem
a rezveratrol kezelés, tovabba a ketté kombinacidja sem okozott szignifikans valtozast a ROS
termelodésben, a kimutatott mitokondrialis membran depolarizaciéo ellenére sem.
Eredményeinket magyarazhatja egy ellensilyozd6 mechanizmus, nevezetesen a vegyiilet

direkt antioxidans hatasa, ami kompenzalja a mitokondrialis karosodas altal kivaltott ROS
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képzddést. Lehetséges, hogy a kompenzalé mechanizmus révén a rezveratrol altal indukalt
intracellularis stressz egy olyan alacsony tartoméanyban tarthatd, ami mar képes bizonyos
citoprotektiv folyamatok aktivalasara, mint példdul az autofigia, anélkiil, hogy direkt
cellularis kéarosodast okozna. Ez a folyamat az iszkémids prekondiciondlds hatdsara
emlékeztethet, hiszen a rezveratrol egy enyhe karosodast okozva noveli a sejtek stressztiird
képességét. Ezt az elképzelést latszik alatdmasztani az a megfigyelés is, hogy kiilonb6zo
szignal transzdukcids utvonalak, tobbek kozott a rezveratrol protektiv hatdsaban

vizsgélataink alapjan kritikus szerepet jatszo6 p38 kindz tUtvonal is részt vesz a

prekondicionalds molekularis mechanizmusaban.

5.7 A mitokondrialis membran depolarizaciét és a p38 kinaz utvonal aktivacidjat gyakran
Osszefiiggésbe hozzak az autofagia jelenségével. Tovabba, mind a kisérleteinkben a
rezveratrolhoz hasonléan viselked6 tamoxifenr6l, mind magardl a rezveratrolrol is szamos
alkalommal leirtak mar, hogy befolyasolni képesek az autofagiat. Mindezek alapjan
megvizsgaltuk, hogy szerepe lehet-e az autofagianak a rezveratrol szérum-megvonas
indukalta kaszpaz-3 aktivaciot kivédo hatasaban. Az autofagia alkalmas citoprotektiv hatas
kozvetitésére és a karosodott sejtorganellumok elimindldsa révén erdsiteni tudja a sejtek
stressztiird képességét. Kisérleteinkben az autofagia kései fazisat gatlo klorokin jelenlétében
teljes mértékben megsziint a rezveratrol gatlé hatdsa a szérum-megvonas okozta kaszpaz
aktivacioval szemben, mely az autofagia fontossagara utal a rezveratrol citoprotektiv
funkcidjaban. Raadasul, a klorokin nemcsak hogy megsziintette, de atforditotta a rezveratrol
véd6 hatasat a kaszpaz-3 aktivacioval szemben, hiszen a rezveratrollal és szérum-
megvondssal egyidejiileg alkalmazott klorokin kezelés esetén magasabb szintli kaszpdz
aktivacio volt tapasztalhat6, mint az Odnmagaban alkalmazott szérum-megvonas esetén.
Rezveratrol nélkiil a klorokin ugyanakkor sem onmagaban, sem a szérum-megvonassal
egyiitt nem befolyasolta jelentésen a kaszpaz-3 aktivacio mértékét. Ez arra utal, hogy
autofagia hianyaban a rezveratrol protektiv hatasa valosziniileg atfordul egy inkabb karosito

irdnyba, ami 6sszhangban all a feltételezett prekondicionéalas-szerti mechanizmussal.

Az autofagia részvételét a rezveratrol sejtvédo hatasaban sikeriilt megerdsiteniink az LC3 és

a p62 proteinek mennyiségének meghatarozasa soran is, melyek az autofagia korai és késoi
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szakaszanak legfobb markerei. A kisérleti eredményeink azt mutattak, hogy a szérum-
megvonas Onmagaban is fokozta az autofagoszéma képzddést, de mindezt nem kisérte az
autofagias fluxus novekedése. A rezveratrol szérum-megvonas jelenlétében ez utobbi
folyamatot befolyasolta, melyet a p62 megndvekedett degradéacioja jelzett. Mindez arra utal,
hogy a rezveratrol az autofagia kései fazisat fokozza és ez vezethet citoprotektiv hatasahoz.
Feltételezhetjiik tehat, hogy a szérum-megvonas kovetkezményeként fokozodo autofagia egy
ellenregulacios mechanizmusként funkcional, melynek célja a karosodasok eliminéciodja, de
ez valésziniileg mégsem elegendd ahhoz, hogy az apoptotikus folyamaton feliilkerekedjen.
Az autofagia tovabbi facilitacidja tehat feltehetdleg citoprotektiv hatast valthat ki, az
apoptozis aktivacio ellensulyozasa altal. A rezveratrol elképzelhet6, hogy ilyen mddon, az

autofagias fluxus facilitacioja révén képes erdsiteni a citoprotektiv mechanizmus hatasat.

5.8 A hatasmechanizmus vizsgalata alapjan tehat feltételezhetjiik, hogy a rezveratrol a
szérum-megvonasban részesiilt primer fibroblaszt sejtekben enyhe mitokondrialis karosodast
¢és ezaltal intracellularis stresszt okozva, egy p38-fliggd utvonalon keresztiil autofagiat
indukal, mely a karosodott, diszfunkcionalis sejtalkotok elimindlasa révén megvédi a sejteket
az apoptozistol. Ez a hipotézis magyarazatul szolgalhat egyes, a rezveratrol pro- és
antiapoptotikus hatasaival kapcsolatos ellentmondasra is. Elképzelhet6, hogy a rezveratrol
elsédlegesen egy enyhe karosodast okoz a sejtben, ami egyarant eredményezheti kiilonb6z6
stresszrezisztencia Utvonalak potencirozasat vagy direkt citotoxikus hatast, az aktualis
kisérleti koriilményektdl, igy példaul az alkalmazott dozistdl, a vizsgalt sejttipustol, a

karositd behatas intenzitdsatol vagy a mitokondridlis redox statusztol fliggden (5. abra).
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5. dbra: A rezveratrol szérum-megvonas indukalta kaszpaz-3 aktivaciot kivédé hatasa
mogott feltételezett mechanizmus osszefoglalasa. Az elméletiink szerint, a rezveratrol
enyhe mitokondrium karosodast és ezaltal intracellularis stresszt okoz. Ez az
intracellularis stressz azonban feltételezhetéen a rezveratrol direkt antioxidans hatasa
révén egy olyan alacsony tartomanyban marad, ami mar képes bizonyos citoprotektiv
folyamatok aktivalasara, mint példaul az autofagia, anélkiil, hogy direkt cellularis
karosodast okozna. Feltételezziik, hogy a rezveratrol altal Kkivaltott enyhe
intracellularis stressz hatasara a p38 MAPK utvonal aktivalodik, ami képes autofagiat
indukalva citoprotektiv hatast kivaltani.
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