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I. Roviditések listaja / Abbreviations

ERK - extracellular-signal-regulated kinase; IKK — inhibitor- kB (IxB) kinase; JNK — c-Jun
N-terminal kinase; LPS — lipopolysaccharide; MAP — mitogen-activated protein; MyD88 —
myeloid differentiation primary response gene 88; NF-kB, nuclear factor-xB; RIP — receptor
interacting protein; TAK — transforming growth factor-f activated kinase; TBK — TANK-
binding kinase; TLR4 — Toll-like receptor 4; TRAF6 — tumor necrosis factor receptor-
associated factor 6; TRIF — Toll/interleukin-1 receptor domain-containing adaptor inducing
interferon-B; AmB — amphotericin B; FA — fatty acid; FFA — free fatty acid; GC — gas
chromatography; MUFA — monounsaturated fatty acid; PLFA — fatty acids of polar lipid;
PUFA — polyunsaturated fatty acid; ROS — reactive oxygen species; TAGFA — fatty acids of
triacylglycerol; TLC —thin-layer chromatography; t-BuOOH - tert-butyl hydroperoxide; TFA
— total fatty acid



Il. Bevezetés

1. A gyulladas: TLR4 jelatvitel. A rezveratrol.
A Toll-Like Receptor 4 (TLR4) fontos szerepet jatszik a velesziiletett immunvalasz
meginditasaban, és a bakterialis sejtfal komponens (lipopoliszacharid (LPS) endotoxin) altali
aktivalasa felelés a kronikus és akut gyulladdsos rendellenességekért. A kontrollalatlan
gyulladésos jelatvitel sulyosabb szepszishez vezethet, amely magas mortalitassal jar (szeptikus
sokk).
Az LPS kotédése a TLR4 receptorhoz két jelatviteli utat indit el: a myeloid differentiation
primary response gene 88 (MyD88)-fliggé és a Toll/interleukin-1 receptor domain-containing
adaptor inducing interferon-g (TRIF)-fligg Gtvonalakat, melyek végiil az NF-kB, az IRF (IFN
regulatory factor) aktivalasahoz, és a MAP kinazok altali citokinek, kemokinek és I-es tipusu
interferonok expressziojahoz vezetnek, hogy megvédjék a sejtet a mikrobialis fert6zéstol.
A MyD88 kapcsolodik végiil az interleukin-1 receptor associated kinase (IRAK) 1-hez és 4-
hez, és IRAK2 kinazokhoz. Ezeknek az aktivalt proteineknek a hiperfoszforilaciojat okozza,
melyek igy képesek a TNF-receptor asszocialt faktor 6 (TRAF6) molekuldhoz csatlakozni.
Konformaciévaltozas kovetkeztében az IRAK1/2/4/TRAF6 komplex levalik a receptorrol, és
kolcsonhatasba 1ép a TGF-B-aktivalt kinaz 1-el (TAK1) és a TAK1-koté fehérje 2 és 3-mal
(TAB2/3), mely igy a TAK1 és TAB2/3 foszforilacidjat eredményezi. Végiil az egész komplex
a citoplazmaba helyezddik, ahol az aktivalt TAK-1 egyrészt aktivalja az IKK-t (IkB kinaz,
IKKa/B/y). Az aktiv IKK foszforilalja az IkB-t (inhibitor of kappa B), melynek hatasara az
degradalodik, igy az NF-«B transzkripcios faktor felszabadul a gatlas alol, és a sejtmagba jutva
proinflammatorikus gének transzkripciojat okozza.
A MyDB88-fiiggetlen jelatviteli ut aktivalodasa soran a TLR4/MD2 komplex 1étrejottét kovetden
a komplex endocitdzisa torténik, melyben a CD14-nek kulcsszerepe van. Az endoszémahoz
kapcsolédo TRIF egy fontos TIR-domén tartalmt adaptor protein, mely a MyD88-fiiggetlen
jelatviteli utat szabalyozza. Kulcsfontossagu szerepet tolt be az IRF3 transzkripcios faktor
szabalyozasa mellett az NF-kB transzkripcios faktornak az un. “kés6i fazisu” aktivacidjaban,
¢s a MAP kinazok aktivaciojaban. A keletkezett endoszéma a TRIF-en és a TRAM-on, illetve
a TRAF3 (TNF receptor-associated factor 3) aktivalasan keresztiil indukalja az IRF3 (IFN
TBK1 (Tank-binding kinase 1) és az IKKe-on (Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase
subunit epsilon vagy Inducible | kappa-B kinase (IKKi)) keresztiil. Az IRF3 transzkripcids

faktor az I-es tipusu interferonok termelését segiti. A TRIF C-terminalis régioja tartalmaz egy



RHIM-et (Rip homotypic interaction motif), ami szabalyozza az interakciot a szerin/treonin
kinaz RIP1-el (Receptor interacting protein-1). A RIP1 szintén fontos eleme a TNFa altal
kozvetitett “késdi fazisi” NF-«kB jelatvitelnek, azonban nem felelés az LPS indukalta IRF3
aktivacioért.

A rezveratrol (3,5,4'-trihydroxy-trans-stilbene) egy természetes polifenol, mely megtalalhatd
féleg piros héju gyiimolcsokben (sz6ld) és zdldségekben. Szédmos kutatas bizonyitja a
rezveratrol gyulladascsokkentd tulajdonsagait, beleértve a reaktiv oxigén és nitrogénfajtak
(ROS ¢és RNS) sejtekben torténd képzodését. A rezveratrol szamos molekularis célpontjat
azonositottak a TLR altal kozvetitett jelatviteli utakban. Kimutattak, hogy a rezveratrol tobbek
kozott az NF-kB IkB kindz gatlasan keresztiil éri el, hogy az LPS-indukalta IkBa-degradacid
gatlodjon. A TLR4 receptor és az NF-kB transzkripcios faktor kozott a TRAF6 az egyik
legfontosabb adapterfehérje. Ennek ellenére pontos szerepe és a rezveratrol altal kivaltott

gyulladascsokkentd folyamatokban valo részvétele még mindig ellentmondésos.

2. Oxidativ stressz és lipidperoxidacio

Oxidativ stresszt okozhatnak a molekularis oxigén részlegesen redukalt formai (ROS), mint pl.
a szuperoxid anion, a hidrogén peroxid vagy a hidroxilgyok, melyek belsd vagy kiilso forrasbol
is szarmazhatnak. A ROS-ok a fehérjék és a nukleinsavak karositdsa mellett a biologiai
membranok tobbszordsen telitetlen (PUFA) és, bar kisebb mértékben, az egyszeresen telitetlen
(MUFA) zsirsavait is karositjak, melyek lancreakciova alakulva a lipidperoxidaciot okozzak.
A lipidperoxidacioé general szamos gyokjellegii terméket, beleértve a lipid hidroperoxidokat.

A tert-butil hidroperoxid (t-BuOOH) egy szerves lipid hidroperoxid analdég, melyet gyakran
hasznalnak prooxidansként kiilsd eredetli oxidativ stressz vizsgalatdhoz. A t-BuOOH-indukalta
toxicitasért Fenton-tipusu reakcié utjan képzd6dd butoxilgyokok a feleldsek. Az igy termelt
szabad gyokok az antioxidans rendszert kimeritik. Szamos tanulmany foglalkozott a t-BuOOH
biokémiai hatdsanak moddjaval élesztbben ¢€s gombdkban; a citotoxicitds molekularis
mechanizmusa még mindig nem teljesen ismert, de az adatok azt sugalljak, hogy a t-BuOOH
elsd célpontja a plazmamembran, amelynek Osszetétele befolyasolhatja a t-BuOOH kezelés
kovetkezményeit. Az élesztOsejtek szamos indukalhat6 adaptiv véalaszreakciot alakitottak ki a
ROS-ra és a lipid peroxidacios termékekre, amelyek legalabb részben transzkripcionalisan

szabalyozottak.



I1l. A Kkutatas célkituzeései

1. Egyrészt, tanulményoztuk a rezveratrol hatasat az LPS-indukalta TRAF6 képzddésre,
mind mMRNS, mind az expresszalodott protein szintjén. Célkitlizéseink kozott volt a
TRAFG6 ubikvitinaciojanak és a jelatviteli ut tovabbi elemeinek, a MAP kindzoknak és
az Akt aktivacidjanak RAW 264.7 egér makrofag sejtvonalon térténd tanulmanyozasa.
Ezek az adatok hozzajarulhatnak a TRAF6 gyulladasos folyamatokban vald
részvételének jobb megértéséhez.

2. Masrészt, jelen tanulmany céljaként, meghataroztuk a Schizosaccharomyces pombe (S.
pombe) eukariota hasad6élesztd sziil6i (hyd*) és t-BOOH-rezisztens mutansanak (hyd1-
190) plazmamembran-dsszetételét, valamint annak biofizikai és biologiai jellemzdit.
Céljaink kozé tartozott a t-BuOOH, mint kiilsé stresszor hatdsanak vizsgélata a
plazmamembran Osszetételére, illetve ezen torzsek jellemzése (adaptacios képesség t-
BuOOH-dal szemben, pusztitasi gorbék felvétele, a plazmamembranon keresztiil
torténd glicerin felvételi képességek vizsgalata és a plazmamebranok fluiditasanak
vizsgalata kontroll és kezelt sejtekben). Az oxidativ stressz tolerancidra/rezisztenciara
vonatkoz6 informacidok hasznosak lehetnek a novényi, allati és emberi patogén

mikroorganizmusok és a gazdaszervezet kozotti kolcsonhatasok megértéséhez.

V. Eredmények

1. Arezveratrol gatolja az LPS-indukalt TRAF6 expressziot RAW 264.7 sejteken
A TRAF6 szerepének tisztazasara, a TLR-kozvetitett NF-kB aktivacioban meghataroztuk a
TRAF6 mRNS és fehérje mennyiségét LPS kezelést kdvetden, 10, 30 és 60 (és 120) percet
kovetden, rezveratrol jelenlétében és hianyaban. Eredményeink szerint 10 perc LPS kezelés
utan tobb mint négyszeresére nétt a traf6 mRNS mennyisége, ami 30 perc utan majdnem a
kiindulasi szintre visszaesett. 1 6rds LPS kezelés utdn 0jabb, kétszeres transzkripcionalis
novekedés volt megfigyelhetd, és még 2 6ras LPS kezelés utan is enyhe expresszio volt lathato.
Rezveratrollal torténd eldkezelés esetén ez az ugrald, bifazisos mintdzat megsziint, gatolta a
rezveratrol a traf6 gén transzkripcidjat 10 percnél és 60 percnél is. Onmagaban adva a
rezveratrol nem befolyasolta a trafé génexpressziot. A traf6 MRNS-nek e kétfazist expresszios

mintazata hasonlit az IkBa foszforilacids és expresszios kifejez0désére amelyet Loniewski és



munkatarsai® kozoltek 2007-ben. A TRAF6-nak jelents szerepe van az LPS altal indukalt IkBa
aktivalasban, hiszen az IxBa foszforilacidja és ennek kovetkeztében torténd lebomlasa vezet az
feltételezhetd, hogy a TRAF6 részt vesz az LPS altal indukalt NF-kB aktivalasban, szintén
bifazisa mintazatot kovetve, és a TRAF6 hatasa mutatkozik az IkBa foszforilacidjaban és
expresszidjaban. Esetiinkben a rezveratrol mar transzkripcionalis szinten is gatolta az LPS-altal
kivaltott traf6 gén kifejez6dését LPS adasa utan mind 10, mind 60 perc elteltével. Tovabba, azt
talaltuk, hogy a TRAF6 fehérje szintje koveti a mRNS expresszios mintazatat. Az LPS ez
esetben is két csuicsot indukalt, 10 ill. 60 percnél, €s a rezveratrol mindkettdt gatolta. Ezek az
adatok azt sugalljak, hogy a TRAF6-nak szerepe lehet az LPS-indukalta gyulladasos

folyamatokban €s a rezveratrol antiinflammatorikus hatdsiban RAW 264.7 makrofagokon.

2. A rezveratrol gatolja az LPS-indukalt TRAF6 ubikvitinaciot (aktivaciot) RAW
264.7 sejteken

A TRAF6 egy olyan ubikvitin ligdz enzim, mely a K-63-as aminosavon (lizin oldallancukon
keresztiil) sajat magat és mas fehérjéket is képes ubikvitindldssal aktivalni. Ebbe a csoportba
tartoznak pl. a TAK1-asszocialt kot6 fehérje (TAB) 2/3, de TRAF6 K-63-as ubikvitinacio
sziikséges az IKK aktivalasdhoz is. Annak eldontésére, hogy a fenti mechanizmus szerepet
jatszik-e a rezveratrol antiinflammatorikus hatasaban, megvizsgaltuk a TRAF6
autoubikvitinacidjat LPS és rezveratrol jelenlétében illetve hidnydban. RAW 264.7 sejtek
lizatumabol TRAF6 ellenes antitesttel immunprecipitacot készitettiink, majd anti-ubikvitin
antitesttel immunoblottot végeztiink. A 10 és 30 perces LPS kezelés hatasara a sejtekben
megnétt az ubikvitindlt TRAF6 mennyisége, mig 1 ora elteltével mar alacsonyabb, mint a
kontroll csoportokban. Ezt a novekedést 10 és 30 percnél is megakadalyozta a rezveratrolos
elékezelés. A TRAF6 ubikvitinacidjanak és fehérje-kifejez6dés mintazatanak nem feltétleniil
kell, hogy kovessék egymast. Eredményeink azt mutatjak, hogy az LPS kezelés nemcsak néveli
a TRAF6 mennyiségét, hanem a funkciondlis aktivitasat, vagyis autoubikvitindlodasat is
elésegiti, aktivalva ezzel az IKK és NF-kB fehérjéket. A rezveratrol képes csillapitani mindkét

mechanizmust, funkcionalis gatlo szerepet toltve be a TRAF6 aktivacidban.

1 Loniewski KJ, Patial S, Parameswaran N. Sensitivity of TLR4- and -7-induced NF-kappa B1 p105-TPL2-ERK pathway to TNF-receptor-
associated-factor-6 revealed by RNAI in mouse macrophages. Mol Immunol 2007;44:3715-23.
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3. Arezveratrol gatolja az LPS-indukalt p38, JNK és az Akt aktivaciojat RAW 264.7
sejteken

A TRAF6 K-63-as poliubikvitinacidja és a TAB2/3-mal alkotott komplex indukélja az IKK-t
¢s egy effektor mitogén aktivalt fehérje kinazt, a TAK1-et. A TAK1 és TRAF6 kapcsolata LPS
hatasara a MAP kinazok aktivalasahoz vezet. A MAPK-ok expresszios mintdzata kozvetleniil
kapcsolodik a TRAF6 aktivaciojanak valtozasahoz. Megvizsgalva az LPS indukalta TRAF6
expresszio és ubikvitinacié funkcionalis hatasat, kivancsiak voltunk, hogy a rezveratol hogyan
befolyasolja a TRAF6 utvonal MAP kindzainak aktivitdsat. LPS kezelést kovetden
immunoblottal vizsgaltuk a MAP kinazok foszforilaciojat, foszforilalt kinazokra specifikus
els6dleges antitesteket hasznalva, rezveratrol jelentéte mellett és hianyaban. Eredményeink
szerint az LPS novelte a p38 aktivaciojat a kezelés idOtartamaval egyenes aranyban, viszont
hatasat a rezveratrol fokozatosan egyre jobban csokkentette. A JNK aktivacidja szintén
emelkedést mutatott LPS hatdséara az elsé 30 percben, utdna viszont lecsdkkent. A rezveratrol
csokkentette a JNK foszforilacidjat, kivéve a 30 perces kezelést. A p38 és JNK aktivaciotol
eltéréen, az ERK foszforilacidjara a rezveratrol egyik vizsgalati idépontnal sem volt hatéssal.
Munkank is alatdmasztja azt a korabbi feltételezést, hogy a rezveratrol a TRAF6 altal inditott
p38 és INK fehérjék foszforilaciojat képes gatolni, de az ERK-ét nem. Ez a tény is azt timasztja
ala, hogy a TRAF6-nak funkcionalis szerepe van a rezveratrol antiinflammatorikus hatasaban.
A TRAF6 kozvetlen szubsztratja az Akt is. A TRAF6 deplécioja csokkenti az Akt
foszforilacigjat. Ahhoz, hogy megerdsitsiik a TRAF6 funkcionalis szerepét a mi modelliinkben,
megvizsgaltuk az Akt foszforilacidos mintazatat is. Azt tapasztaltuk, hogy az Akt foszforilacidja

hasonloképpen torténik, mint a MAP kinazok esetében, amit a rezveratrol gatolni képes.

4. A t-BuOOH-rezisztens S. pombe 2-szeres érzékenységet mutat Amfotericin B-vel
szemben. A t-BuOOH-rezisztens mutans jellemzése.

A tert-butil hidroperoxid-rezisztens S. pombe torzsek 1étrehozasa a hyd™ sziil8i torzsb6l random
mutagenezissel tortént, majd a legnagyobb minimalis gatlo koncentracioval rendelkezd torzset
valasztottuk ki tovabbi vizsgalatok céljara, mely a hyd1-190 elnevezést kapta. Ez a torzs
tetradanalizis vizsgalatok alapjan egy egy-génes mutaciot hordozhat, mert a 25 teljes tetrad
sproraklonjait tesztelve a hasadasi arany minden esetben 2T:2N volt. A hyd1-190-es torzs a
sziiléi (hyd™) tipussal Osszehasonlitva: (i) négyszeres rezisztenciat mutat t-BuOOH oxidativ
stresszorral szemben; (ii) hasonld generdcios idével rendelkezik (4 ora); (iii) a t-BuOOH-

rezisztencia legalabb 30 passzalason keresztiil 6rokl6dott és stabil maradt a t-BuOOH-mentes



szelektiv minimal taptalajon; (iv) kétszeres érzékenységet mutat a membrankarositd hatassal

rendelkezd Amfotericin-B antimikotikummal szemben.

5. A t-BuOOH-rezisztens S. pombe plazmamembranja emelkedett fazis-tranzicios
homérsékletet és csokkent glicerin-felvételi képességet mutat

A hyd™ és hyd1-190 torzsek késd-log fazisu (23 ora), kezeletlen tenyészeteibdl készitett lipid-
extraktumokat vékonyréteg kromatografidval szeparaltuk, majd gazkromatografiaval
meghataroztuk a szterin és zsirsav komponenseket. A szterin dsszetételben a két torzs egyes
komponensei esetében mennyiségi valtozasokat figyeltiink meg. A hyd1-190 torzs enyhe (7,8
%) emelkedést mutatott ergoszterin tartalomban, és koriilbeliil kétszeres novekedést a
zimoszterin, fekoszterin, ergoszta-5,7-dienol és episzterin tartalomban, illetve kétszeres
csokkenést a szkvalén, lanoszterin és 24-metilén-24,25-dihidrolanoszterin tartalomban.
Hogy megvizsgaljuk a t-BuOOH kezelésnek a lipid-Osszetételben adodo kdvetkezményeit,
(0,2 mM) t-BuOOH-dal a lipid extrakciot megelézéen. Ez a kezelés modosulasokat okozott a
legtdbb szterin €s zsirsav komponensben mindkét térzsnél. Az azonositott zsirsavak szama a
teljes zsirsav tartalomban (total fatty acids = TFAs) 24, a polaris lipidekben (polar lipids’ fatty
acids = PLFAs) 17, triacilglicerinekben (triacylglycerols’ fatty acids = TAGFAs) 10, és a
szabad zsirsavakban (free fatty acids = FFAs) 5. Az itt bemutatott eredmények prezentaljak a
S. pombe eddigi legrészletesebb zsirsavanalizisét. A f6 zsirsavak S. pombe-ban a palmitinsav
(C16:0; 9,1-12,9 %), a sztearinsav (C18:0; 6,0-15,3 %) és az olajsav (C18:1-9c; 42,0-71.7 %)
minden csoportban, kivéve a szabad zsirsavaknal. Szignifikans kiilonbséget kaptunk a zsirsavak
mennyiségéban a hyd1-190 torzsben, dsszehasonlitva a hyd™ sziildi torzzsel, feltehetden a
szterin Osszetétel modosulasanak kovetkezményeképpen. A t-BuOOH-rezisztens hyd1-190
torzs polaris lipidjeinek zsirsav tartalma 4,5 %-os novekedést mutatott a telitetlen/telitett
aranyban, és 2,8 %-os csokkenést a tobbszorosen telitetlen/telitett zsirsavak aranyaban.
A két torzs plazmamembran fazistranzicios hdmérsékletét EPR spektroszkdpiaval hataroztuk
meg. A fazistranzicios hémérséklet toréspontja a kezeletlen, vad tipusu kontroll S. pombe sejtek
esetén 11,68°C mig a hyd1-190 tozs esetében 19,64°C volt. 1 6ra 0,2 mM t-BuOOH kezelést
kovetden a fazistranzicios hdmérsékletek az alabbiak szerint alakultak: a hyd* sziiléi torzs
esetén 15,63°C, mig a hyd1-190 torzs esetén 12,81°C. Ebbdl kdvetkezik, hogy alapallapotban
a rezisztens torzs membranja rigidebb, hiszen a gél-szol atmenet magasabb hémérsékleten
kovetkezik be (11,68°C vs. 19,64°C). Erdekes viszont, hogy bar az alacsony koncentracioju

(0,2 mM), és 1 ora idétartamt t-BuOOH kezelést kdvetden a sziil6i torzs membranja rigidebbé
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valt (11,68°C - 15,63°C), ezzel szemben a t-BuOOH-rezisztens t6rzs membranja joval
“korabban” szol allapotba keriilt (19,64 - 12,81°C), vagyis a kezelés hatisara fluiditasa
jelentésen novekedett. Feltehetden eltéré molekularis mechanizmusok vezettek a két torzs
eltéro stressz-valaszaihoz.

Glicerin asszimilacios vizsgalataink azt mutattdk, hogy mig a két torzs kozott glikoz
felhasznalas tekintetében nem figyeltiink meg kiilonbséget, addig a t-BuOOH-rezisztens torzs
glicerin felvétele csokkent a sziil6i torzshoz képest, a sziiléi torzsnél 25 oraval tobbre volt
sziiksége, hogy belépjen a logaritmikus fazisba 1 M glicerint tartalmaz6 médiumban tenyésztve,
annak ellenére, hogy a 48 dras tenyésztés végére a biomassza mennyiségek megegyeztek. Ez

az eredmény is membran-osszetétel valtozas jo indikatora.

6. A t-BuOOH-rezisztens torzs sejtszintii adaptacioja
Hogy megvizsgaljuk az t-BuOOH-kezelés kovetkezményeit a lipid dsszetételben, kozép-log
fazist sejteket szubinhibitori (0,2 mM) koncentracidji t-BuOOH-val kezeltiink 8 o6ran at a
lipidkivonast megel6zéen. Ez a kezelés valtozasokat indukalhatott a szterin és zsirsav
Osszetételben mindkét térzsnél. A legkifejezettebb valtozasok t-BuOOH-kezelés hatdsara a
hyd™ sziildi torzs szterin Osszetételében torténtek, pl. tobb mint 100 %-kal nétt a zimoszterin,
fekoszterin, ergoszta-5,7-dienol és az episzterin mennyisége. Ezek a szterin kompozicioban
bekovetkezett mennyiségi valtozasok megjelennek a zsirsavak mennyiségi valtozéasaban is,
kiilonésen a polaris lipid-zsirsavakéban (PLFA). A hyd* nyolc, mig a hyd1-190 hat
komponensének mennyisége valtozott szignifikdnsan. A tobbszordsen telitetlen és a telitett PL-
zsirsavak aranya szintén szignifikansan novekedett mindkét torzsben. 1 6ran at tarté 0,2 mM t-
BuOOH-kezelés a fazistranzicios hdmérsékleti pontok esetében okozott mar valtozast, a sziil6i
torzsnél 11,68°C-rol 15,63°C-ra valtozott, mig a rezisztens torzsnél 19,64°C-rol 12,81°C-ra. S.
pombe sziiléi torzsének esetében a novekedésgatlasi kisérletekben alkalmazott t-BuOOH-
koncentraciok adaptacios folyamatra utaltak. A két torzs 60 percig tart6 0,2, 1,0 és 2,0 mM-0s
t-BuOOH kezelést kdvetd talélési aranyat megvizsgalva azt kaptuk, hogy 25, 34 és 50%-kal
(hyd™) illetve 4, 12 és 20%-kal (hyd1-190) csokkent sejtpopulaciok telep-formalo képessége. A
sejtek adaptaciora valo lehetéségeként alkalmazott, 60 percig tartd szubinhibitori (0,2 mM-0S)
t-BuOOH koncentracioval torténd eldokezelése, majd az ezt kovetd, szintén 1 oras 1,0 és 2,0
mM-o0s t-BuOOH kezelések a talélés szignifikans novekedését eredményezték a hyd™ torzsnél,

ellentétben a hyd1-190-es torzzsel.



Osszefoglalas

. Korabbi irodalmi adatok alapjan valoszintsitettiik, hogy a rezveratrol ismert NF-xB
aktivaciot gatlé hatasat nem az IKK aktivacidjanak gatlasan keresztiil fejti ki, mely
aktivacid6 makrofagokban két egymastol fliggetlen utvonalon is megtorténhet: egy
MyD88-fiiggé ¢és egy TRIF-fliggd utvonalon. Tovabba feltételeztiik, hogy ezen
jelatviteli utak kozott szoros kolcsonhatas allhat fenn, melyek kozott a kapcsolat a
TRAF6 fehérje lehet, mely mindkét itvonalban valo részvételével hozzajarulhat az NF-
kB aktivalasahoz, igy a rezveratrol potencidlis tdmadaspontja lehet a gyulladasos
jelatvitelben. Munkankban, az LPS-jelatvitele soran azonositottuk a TRAF6-ot, mint a
rezveratrol funkcionalis tdmadaspontjat, eredményeink szerint a rezveratrol gatolta a
traf6 gén és fehérje expresszidjat, gatolta a TRAF6 fehérjék auto-poli-ubikvitiniacioval
torténd aktivalodasat, és a TRAF6 altal aktivalt MAP kinaz (kivéve ERK) és Akt
itvonalakat is. Osszhangban a korabbi kutatasokkal, alatdmasztottuk a TRIF és TRAF6
kozotti jelatviteli kapcsolat lehetOségét, ezaltal ) megvilagitdsba helyeztik a
rezveratrol lehetséges molekularis szerepét az antiinflammatorikus folyamatokban.

. A S. pombe eukaridta hasaddéleszt6 oxidativ stressz okozta membrankarosodasainak
vizsgalata soran kimutattuk, hogy a hyd1-190 térzsben t-BuOOH rezisztenciat okozo
mutacioé miatt bekovetkezd, a plazmamembran szterin- €s zsirsavisszetételében tortént
mennyiségi és mindségi valtozasok eredményezhettek egy Amfotericin-B-vel szemben
megnovekedett érzékenyéséget, egy emelkedett fazis-tranziciés hOmérsékletet a
membran gél-szol allapotat tekintve, illetve okozhattak a glicerin-felvétel képességének
csokkenését is. Vizsgalatokkal bizonyitottuk, hogy a két generacids idon keresztiili
szubinhibitori t-BuOOH koncentracioval torténd eldkezelés adaptacidt indukélhat a
membrandsszetételben, mely visszakdszon a plazmamembran modosult biofizikai
paramétereiben, de a fenotipusos adaptacié t-BuOOH-dal szemben nem feltétlen jar
ezzel egyiitt, hisz az csak a sziil8i, hyd™ toérzsnél volt megfigyelhetd. Az adatok azt
sugalljak, hogy a mutacio, amely a hyd1-190 mutans kialakulasahoz vezetett,
lehetséges, hogy az ergoszterin bioszintézis vagy regulacié génjeinek egyikét érinthette,
egy adaptiv atalakuldst eredményezve a plazmamembran zsirsavisszetételében,
tikrozve a megvaltozott egyszeresen-tobbszordsen telitetlen/telitett zsirsavak
aranyanak valtozasat, de ennek bizonyitdsara genetikai vizsgalatokra volna sziikség.
Emellett munkank tartalmazza a Schizosaccharomyces pombe ¢leszté eddigi

legrészletesebb szterin- és zsirsav analizisét.
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VI. Koszonetnyilvanitas

A Pécsi Tudoméanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Biokémiai és Orvosi Kémiai
Intézetében végzett kutatdsok tekintetében programvezetdmnek, Prof. Dr. Siimegi Balazsnak,
tarstémavezetomnek, Veres Baldzsnak (PhD), és a “Septic Shock Team” Osszes tagjanak,
kiilonosen Antus Csengének (PhD) és Jakus Péternek (PhD) szeretném megkdszonni a
munkéaban nyujtott minden segitséget €s tdmogatast.

A Pécsi Tudomanyegyetem, Természettudomanyi Kar, Biologiai Intézet, Altalanos és
Kornyezeti Mikrobiologia Tanszékén végzett kisérletek tekintetében szeretném megkdszonni
Prof. Dr. Pesti Miklos tarstémavezetdnek, és szerzétarsamnak, Gazdag Zoltannak (PhD) a
munkaban nyujtott segitséget, timogatast és iranymutatast.

Koszonet illeti még Prof. Dr. Belagyi Jozsefet, doc. Ing. Milan Certik (PhD) professzort, Samy
Selimet (PhD), Horvath Esztert (PhD), Virag Esztert (PhD) és dr. med. Fonai Fruzsinat.
Szeretném kifejezni halamat csalddomnak, és mindazoknak, akik barmilyen modon

segitségemre voltak a dolgozat elkészitésében.
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