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1. BEVEZETES dc_997_15

1.1. Az elhizashoz kapcsolodo anyagcsere-betegségek

Az elhizds multifaktoridlis, krénikus betegség, amely velesziiletett
alapokon, kornyezeti tényezOk hatasara alakul ki. Szamos egyeéb kor
kialakulasdnak kockazatat fokozza, melyek koziil kiemelendd a 2-es tipust
diabétesz. Az clhizott zsirszovetben gyorsul a lipolizis-reszintézis ciklus, ami
er6sodik a prohormon Kkortizon atalakulasa kortizolla, ami lokalis hatasai
mellett ugyancsak kihathat mas szovetekre is. A gyulladdsos mediatorok ¢€s a
szabad zsirsavak plazmaszintjének emelkedeése ¢€s a glukokortikoid hatas
fokozodasa egyarant akadalyozza és/vagy antagonizdlja a szovetek inzulinra
adott valaszat, vagyis inzulinrezisztenciahoz vezet.

1.1.1. Inzulinrezisztencia

A tapanyag-tilkinalat €s a tdlsuly leginkabb az IRS dokkold fehérjek
miikodésének akadalyozasaval csokkenti az inzulin iranti érzékenyseéget. Ez
részben e fehérjék szerin-foszforilaciojan keresztill valosul meg. Az IRS-
szerin-kinazokat (pl. c-Jun N-terminalis kinaz: JNK) lipidek, gyulladasos
mediatorok, illetve kiilonbdz6 stresszhatdsok stimulaljak. Onalld korképnek
tekintjik a  metabolikus  szindromat, amikor az elhizds mar
inzulinrezisztenciaval €s jellegzetes anyagcsere-rendellenességekkel tarsul.

A kortizol nem egyszerlien antagonizalja az inzulin hatasait, hanem
bizonyos szovetekben akadalyozza is annak érvényesiilését az inzulin-jelatvitel
kozvetlen gatlasa altal. Tartos glukokortikoid-kezelés — a zsirszovet kivételével
szinte az egész szervezetben — inzulinrezisztenciat okoz, ezért a Kortizol
szerepet valdsziniisitik a human metabolikus szindroma kialakulasdban és
progresszidjaban is.

1.1.2. Az emelkedett zsirsavszint hatasai - lipotoxicitas
Az elhizasban tartosan emelkedett plazma FFA-szint a legtobb szovetben
gyulladaskeltd ¢€s inzulin-deszenzitizalo hatasu. Az IRS fehérjék szerin-
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funkcidzavardban és pusztulasaban is.
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1.1.3. Exogén antioxidéqgokgéhigbr%tes mellitus

Az aszkorbat sajatos kapcsolatban van a cukorbetegséggel. A skorbut
diabetogén hatdsara mar a mult szazad kozepén felfigyeltek. A skorbutizalt
tengerimalacok glukdztoleranciaja jelentdésen romlik, ¢és hasnyalmirigyiik
inzulintartalma a toredékére csokken. E mellett az aszkorbat potencirozza is az
inzulin hatasat. Kimutattak, hogy az alacsony aszkorbat- és tokoferolszintek
korrelalnak az elhizassal, a gyulladassal ¢és az inzulinrezisztenciaval. Szamos
megfigyelés utal a C-vitamin elhizassal és diabétesszel szembeni védo
hatasara, de a hattérben rejlé mechanizmusok még feltarasra varnak.

Az emberi taplalkozasban a katekinek elsddleges forrasa a zoldtea, amely
legnagyobb mennyiségben epigallokatekin-gallatot (EGCG) tartalmaz. Az
EGCG elhizas, metabolikus szindroma és 2-es tipusi cukorbetegség elleni
védo hatasat rengeteg human vizsgalat ¢és allatkisérlet tamasztja ala, de a
flavanol inzulinrezisztencia kialakulasa és fokozodasa ellen kifejtett hatasanak
mechanizmusa nem tekinthetd tisztazottnak.

1.2. Az endoplazmas retikulum és a metabolikus szindroma

1.2.1. Az endoplazmas retikulum legfontosabb funkcioi

Az endoplazmas retikulumban (ER) talalhatd a sejt legjelentGsebb
kalciumraktara. Itt szintetizalodnak az endomembran rendszer fehérjéi és a
szekrécios fehérjék. A glukdz szintézisét és a lipidanyagcsere tobb 1épését is az
ER membranjaban elhelyezked6 enzimek katalizaljak. Az ER vezetd szerepet
jatszik a Dbiotranszformacioban, melynek e¢ls6 fazisahoz tartozik a
glukokortikoidok aktivalasa/inaktivalasa is. Masodik fazisat pedig az UDP-
glukuronozil-transzferazok képviselik, melyek szintén az ER integrans
membranfehérjéi.

Az ER lumenében érlelt fehérjék — koztik az inzulin — szerkezetét
diszulfid hidak is stabilizaljak, melyek a ciszteinil tiol-csoportok oxidaciojaval
keletkeznek. Miutan a proteindiszulfid-izomeraz (PDI) atvette a fehérje két
elektronjat, ezeket tovabbitania is kell az oxigén felé. Az elektrontranszfer lanc
PDI utan kovetkez6 lancszeme fiziologids koriilmények kozott leginkabb az
Erol fehérje. Az Erol-deficiens egerekben mégis elegendé marad az oxidativ
fehérjeérés kapacitasa, ami egyértelmiien bizonyitja valamilyen alternativ
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utvonal(ak) 1étezését. AzOERRPbndeR talalhato glutation jelentds része a
fehérje-tiolokkal vegyes diszulfidot képez; és a szabad glutation is a
citoplazmainal 20-30-szor oxidaltabb. Kutatdsaink megkezdésekor a glutation,
illetve egyéb kis molekuldju elektronszallitok diszulfidképzésben betoltott
szerepe nem volt tisztazott.

A Kkortizol lokalis (prereceptorialis) termelését az 1-es tipusu 11pB-
hidroxiszteroid-dehidrogenaz (11BHSDI1) katalizalja. Az enzim a majban, a
vazizomzatban, valamint a zsirszovetben van jelen; aktiv centruma az ER
lumenben helyezkedik el, és a kortizon redukalasahoz NADP(H)-t hasznal
koenzimként (1. abra). Az 11BHSDI altal katalizalt reakcidé iranya
egyértelmilien azt mutatja, hogy a legtobb szovetben, az enzim kdrnyezetében
magas a [NADPH]:[NADP'] arany. Szamos megfigyelés utalt arra, hogy a
lokalis NADPH-termelés a luminalis hexo6z-6-foszfat-dehidrogendz (H6PD)
mikodésén alapul, de a 11BHSDI1 ¢és a H6PD funkcionalis kapcsolata még
tovabbi bizonyitasra vart.

Kortizon

1. abra A kortizol prereceptorialis metabolizmusa
A mineralokortikoid-célsejtekben NAD"-fiiggd kortizoloxidacio zajlik, amit a
2-es tipusu 11p-hidroxiszteroid-dehidrogenaz (11BHSD?2) katalizal. Az elhizas
¢s diabétesz szempontjabol kiillondsen fontos, glukokortikoid-célsejtekben
azonban az 1-es tipust izoenzim (11HSD1) miikodik, és jellemzoen kortizolt
termel, amihez NADPH-t hasznal redukal6 forrasként.



A lokalis kortizolteqllﬁelgs%zk_%ézrepet tulajdonitanak a metabolikus
szindrobma patogenezisében. A tiinetek szinte kivétel nélkiil megjelennek a
11BHSD1-et taltermeld, transzgén egerekben; ugyanakkor a 11BHSDI-
deficiens knockout egerek latszolag védettek a betegséggel szemben. Raadasul
az enzim gatldsa a diabétesz kisérleti allatmodelljeiben is javitja az inzulin
iranti  érzékenységet ¢s csokkenti a testsulyt. Mindezek alapjan nagy
reményeket fliztek a 11BHSD1 szelektiv gatloszereihez mint a metabolikus
szindroma ¢és a cukorbetegség 1j, hatékony gydgyszereihez. Az ilyen
hatoanyagok fejlesztésére iranyuld erOfeszitések nem  valtottak be
maradéktalanul a hozzajuk fiizott reményeket. Az idealis hatdanyag ugyanis az
1-es tipusu izoenzimnek csak a reduktdz aktivitasat gatolna.

1.2.2. Az endoplazmas retikulum stressz

Az ER  mikodészavarai  rendszerint  az  éretlen  fehérjék
felhalmozodasdhoz vezet az organellum lumenében. Ez pedig egy specialis
adaptiv mechanizmus, az ,,unfolded protein response” (UPR) aktivalédasat
valtja ki, mely a fehérjeszintézis €s a foldingkapacitas felborult egyensulyat
hivatott helyrehozni. Ha azonban az adaptiv eréfeszitések eredménytelenek, a
programozott sejthalal is aktivalodhat. A pankreasz [-sejtek kiilonosen
szenzitiven reagalnak az ER-bOl érkezd stressz-szignalokra. Az UPR kettds
(,,pro-survival” ¢és ,pro-death”) funkcidjat raadasul kivaloan példazza az
inzulinszekrécid kontrollja fizioldgias €s patologias viszonyok kozott. A B-
sejtek normalis stimuldlasa is kivalt ugyanis ER-stresszt (pozitiv hatasu
eustressz), €s az erre adott sejtvalasz része a megnovekvo inzulinsziikséglethez
valo adaptacionak. Ugyanakkor meggy0zOen bizonyitottdk a sejt altal mar
(meg)oldhatatlan ER-stressz (destruktiv distressz) fontos szerepét a [-sejtek
mikodészavaraban és pusztulasaban; és ez kiilonosen érvényes a [-sejt-
lipotoxicitasra.

2. CELKITUZES

Hipotézisiink szerint a tapanyag-ellatottsag eérzekeléseben ¢s a valasz
generalasaban kulcsmomentum az ER redox rendszereinek modulalasa. Kéros
koriilmények kozott az UPR ¢€s a kortizoltermelés egyarant hozzajarulhat az

inzulinrezisztencia  kialakulasahoz, illetve a hasnyalmirigy p-sejtek
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diszfunkciojdhoz, ezért MR 1R _alRetabolikus szindroma és a diabétesz
patobiokémidja szempontjabol is relevans. Az aldbbi konkrét kérdések
megvalaszolasat tliztiik ki célul:

o Kisméreti elektronszallitok metabolizmusa, transzportja az ER-ben;
ennek szerepe az oxidativ fehérjeérésben. A luminalis redox rendszerek
kapcsolatai.

a.) Hogyan alakul ki az oxidalt tiol-diszulfid kérnyezet?

b.) Milyen fiziologias tényezok befolyasoljak a piridin-nukleotidok redox
dllapotat?

c.) Hogy fér meg egy kompartmentben két eltéré potencialu redox rendszer?

e Az ER-lumen redox homeosztazisa mint az elhizassal osszefiiggo
anyagcsere-betegségek megelozésének és terapiajanak lehetséges
célpontja. Az oxidativ fehérjeérés zavara és a kovetkezményes ER-
stressz szerepe a C-vitaminhiany altal okozott inzulinrezisztencia
kialakulasaban. A zsirsavak altal okozott B-sejtkarosodas kivédése az
ER-stressz csokkentésével. A prereceptorialis kortizoltermelés szelektiv
gatlasa a luminalis piridin-nukleotid redox statusz befolyasolasa révén.
a.) Kialakul-e ER-stressz az C-vitaminhidnyos  tengerimalacok
majsejtjeiben?

b.) Szerepet jatszik-e az ER-stressz csokkentése a metformin p-Sejt vedo
hatasdban?

C.) Befolydsolhato-e a prereceptorialis kortizoltermelés az ER [lumindlis
piridin-nukleotid redox statuszanak modulalasaval?

3. EGYES MODSZEREK ROVID ATTEKINTESE

3.1. Mikroszoma és mikroszomalis szubfrakciok eloadllitasa

Az  endo/szarkoplazmas  retikulumban  zajlo6  enzimatikus  €s
transzportfolyamatok in vitro tanulmanyozasahoz mikroszomat preparaltunk. A
a luminalis feherjéket €s a membranon keresztiil nem transzportalodo
metabolitokat. A mikroszoma eldallitasa a homogenizalt szovetek differencial-

centrifugalasan alapul. A durva ¢és sima felszinli ER-b6l szarmaz6 mikroszoma-
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szubfrakciok elvalasztasaldF_ad %zolgéSCGmrifugélést szachar6z gradiensben
végeztilk. A preparatumokat felhasznalasukig folyékony nitrogénben taroltuk.
Tisztasagukrol marker enzimek Western blottal torténd detektalasa
segitségével bizonyosodtunk meg. A membran integritdsanak ellenOrzésére a
mann6z-6-foszfataz latencia tesztet alkalmaztuk.

3.2. Membranpermeabilizalas és a latencia meghatdarozdsa

A biologiai membranok permeabilizaldsanak olcso, de kiméletlen modja
a lipid-kettosréteg integritasanak megsziintetése detergens (pl. Triton X-100)
hozzaadasaval. Amikor az atjarhatosagot a membranszerkezet megérzése
mellett kellett biztositani, a porusképzo antibiotikum alameticint hasznaltuk.
Luminélis aktiv centrummal rendelkez6 enzimek esetében gyakran
megfigyelhetd a latencianak nevezett jelenség, vagyis hogy a permeabilizalt
mikroszOmaban mért aktivitdsnak csak egy része detektalhatd intakt
vezikulumokban.

3.3. Fehérjetiolok fogydsanak vizsgalata

A fehérjediszulfid-képzodés tanulmanyozasakor a mikroszémahoz
triklorecetsavat adtunk, a fehérjecsapadékot gyors centrifugalassal iilepitettiik,
¢s reszuszpendalas eldtt a kismolekulaju tiolokat (pl. GSH) a puffer cseréjével
eltavolitottuk. Az 1igy nyert szuszpenzid szabad tiolcsoportjainak

crer

3.4. Az aszkorbdat mennyiségi meghatdarozdsa

Az aszkorbat mennyiségének méréséhez a mikroszémat savas kicsapassal
fehérjementesitettiik, ¢és a feliiliszoban oldott aszkorbatot FeCl; oldattal
reagaltattuk. Az aszkorbat hatasara keletkezd Fe® ionok o,o’-dipiridillel
képzett, szines komplexét vegiil fotométerrel detektaltuk. Egyes kiserletekben
az aszkorbat és dehidroaszkorbat mennyiségét HPLC-vel hataroztuk meg.

3.5. A NAD(P)H fogydsanak és termelodésének fluoreszcens mérése

A redukalt piridin-nukleotidok (NADH vagy NADPH) mennyiségi
valtozasainak folyamatos nyomonkovetését jellegzetes fluoreszcenciajuk
(maximuma 350 nm-es gerjesztési és 460 nm-es kibocsatasi hullamhossznal)
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tette lehetové. Ily modon Gt (ehRlumok endogén NAD(P)H-tartalma is
detektalhato. Ilyenkor azonban a kis mennyiség és a viszonylag alacsony jel/zaj
arany miatt kalibralasra és az eredmények szamszerlisitésére nincs lehetdség,
csupan a valtozasok iranya és relativ mérteke vehetd figyelembe.

3.6. Transzportmérések

A mikroszomalis membran permeabilitdsdnak vizsgalatara bizonyos
esetekben jol hasznalhat6 indirekt eljaras a fényszordsos modszer. A hipotonias
pufferben eldinkubalt mikroszoma fényszorasat fluoriméterrel azonos
,gerjesztési” és ,,emisszios” hullamhosszak bedllitasaval detektaljuk. Az
ozmozis kovetkeztében zsugorodd vezikulumok fényszorasa ugrasszertien
megnd, majd ezt a gradiens kiegyenlitddésével parhuzamos, fokozatos
csOkkenés koveti. A membran adott vegyiilet irdnti permeabilitasdra a
fényszoras-novekedés mértékébdl (a cstics magassaga) és a kiindulasi értékhez
valo visszatérés idotartamabol (a lejté meredeksége) kovetkeztethetiink.

A mikroszomalis transzport kozvetlen detektalasara az intra- és
extravezikularis folyadékterek elvalasztasan (sztrés vagy iilepités) alapuld
modszerek alkalmasak. A filteren maradt, illetve kiiilepedett vegyiiletek
detektalasdval —meghatarozhatjuk a mikroszomahoz asszocialt anyag
mennyiségét, amely (nagyobb) részben a vezikulumok belsejében, (kisebb)
részben a membranhoz tapadva taldlhat6. Hogy a valodi luminalis tartalmat
meghatarozzuk, a kisérletet alameticinnel permeabilizalt mikroszomaval is el
kell végezni. Ilyenkor ugyanis csak a membranhoz tapadd vegyiiletek
maradnak a mikroszomahoz asszocialva, tehat a két mérés eredményének
kiilonbsége a luminalis tartalommal egyenlo.

A gyors szurés/ilepités a fényszorasos modszerhez sziiksegesnél joval
alacsonyabb koncentraciok mellett 1s lehetOoséget ad a transzport
nyomonkdvetésére, amennyiben a transzportalt vegyiilet €rzékeny €s pontos
mennyis€gi meghatarozasara lehetdség van. Ez utobbit legtobbszor radioaktiv
otracer’-ek folyékony szcintillacidés detektalasa biztositja. A moddszer
alkalmazasat korlatozza a vizsgalando vegyllet radioaktiv valtozatanak
beszerezhetdsége, ezért kidolgoztuk az eljaras radioaktiv jelolést nem 1génylo
valtozatat. A szlreést kovetden, a filter foly€kony szcintillacios koktélban valo
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feloldasa helyett, a sz@C 4109 LislAtartott vegyiileteket extrahaljuk, és
mennyiségiket HPLC-MS/MS segitségével hatarozzuk meg, melynek
pontossaga ¢€s €rzékenysége meghaladja a szcintillacid szamolasan alapuld
mérését. A moddszert eredetileg glukuronidok transzportjanak mérésére
fejlesztettiik ki, és a leghatékonyabb extrahaldsi mod megbizhatosagat tobb
vegyiilet esetén is ellendriztiik.

4. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

4.1. A tiol-diszulfid rendszer oxidalt dallapotinak fenntartisa

4.1.1. Glutationtranszport az endo/szarkoplazmas retikulumban

A glutation transzportjat nyul kiilonb6z6 széveteibdl 1zolalt mikroszoman
vizsgaltuk. Varakozasunknak megfelelden, a maymikroszoma membranja csak
nagyon lassit GSH- és GSSG-aramlast tett lehetdve. A vazizombol késziilt
szarkoplazmas retikulum eredetii vezikulumok membranja azonban jelentos
GSH- és GSSG-ataramlast tett lehetdvé. Felvetddott az 1-es tipusu RyR
kalciumcsatorna (RyR1) szerepe a glutationtranszportban. A RyR1 ismert
inhibitorai valéban hatékonyan gatoltak a glutationtranszportot. Raadasul a
magnéziumionnal kivaltott gatlas felfliggeszthetd volt a RyR1 ismert
aktivatoraival. A RyR1-et overexpresszalo transzfektalt sejtekbol késziilt
mikroszéman tovabbi bizonyitékokat szereztiink a csatorna
glutationtranszportban jatszott szerepére.

Mindezek alapjan kijelenthetd, hogy a RyR1 kalciumcsatorna nem csak
szenzora, hanem alakitdja is a transzmembran tiol-diszulfid-gradiensnek. A
szarkoplazmds retikulum membrdnjanak nagyfokt glutationpermeabilitasa
azonban nem lenne Gsszeegyeztethetd a mas tipusu sejtek ER-jében zajlod
intenziv luminalis fehérjeéréssel.

4.1.2. Aszkorbatszintézis altal kivaltott tioloxidacio

A legtobb allat képes az aszkorbat endogén eldallitasara; a szintézis
utols6 1épését katalizald gulonolakton-oxidaz (GLO) pedig az ER integrans
membranfeherjéje.  Gulonolakton  hatasara  fokozott  glutationfogyast
tapasztaltunk mind a mikroszémaban, mind izolalt sejtekben, és kimutattuk,

hogy a mikroszomahoz adott glutation elsdsorban intraluminalisan oxidalodik.
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Az Ujonnan szintetizalt asAGbF2FintkR a vezikulumok lumenében jelent meg
eldszor. Felvetddott annak a lehetdsége, hogy a keletkezd aszkorbat is
hozzajarulhat a  tioloxidacidhoz.  Gulonolaktonnal  kezelt  patkany
majmikroszomaban a fehérjetiolok oxidalodtak, mikdzben az aszkorbat mellett
dehidroaszkorbat is keletkezett.

Az aszkorbatszintézishez kapcsolodd tioloxidacid nagyrészt oxidativ
mellékterméknek tekinthetd. A jelenség magyarazatul szolgalhat arra, hogy e
képesség elvesztése mieért lehetett eldonyds bizonyos fajok (pl. ember és
tengerimalac) szamara. Az a lehetdség azonban, hogy az aszkorbat (illetve C-
vitamin) részt vehet a tioloxidacidban, az oxidativ fehérjeérés szempontjabol
human vonatkozasban is rendkiviil fontos.

4.1.3. Fehérjetiolok oxidacidja dehidroaszkorbat hatasara

A majmikroszoma fehérje-tioljainak oxidaciéja oxigén jelenlétében
végzett hosszabb inkubacid alatt is csak alig detektalhatdo. Ha az intakt
mikroszomahoz dehidroaszkorbatot adtunk, a tioloxidacid a varakozasnak
megfelelden jelentdsen fokozodott.

Radioaktiv izotoppal jelolt dehidroaszkorbat alkalmazasakor diabéteszes
allatok majabol szarmazoé mikroszomalis vezikulumok lumenében a
radioaktivitas jelentds feldusulasat észleltik. Mivel a dehidroaszkorbat
transzportja facilitalt diffuzid, €s a kiseérleti koriilmények aktiv transzportot
egyébként sem tettek lehet6vé, a dusulas arra utal, hogy a felvett
dehidroaszkorbatbol keletkez0 aszkorbat a vezikulumok belsejében reked.
Korrelaciot talaltunk a rendelkezésre allo — diszulfidda oxidalhaté — tiolok
mennyisege ¢s az aszkorbat felhalmozodasa kozott. A spontan diabéteszes
BioBreeding/Worcester (BB) patkdnyok majabol késziilt mikroszéma
lényegesen tobb redukalt tiolt tartalmaz, mint a kontroll BB vagy Harlan
Sprague-Dawley patkanyokbdl szarmazo, de a PDI mennyisége nem tér el
szignifikdnsan. A diabéteszes allatokbol preparalt mikroszoémaban a tobb tiol-
csoport oxidalodott, és ezzel parhuzamosan az azonos sebességgel torténd
dehidroaszkorbat-felvétel nagyjabol kétszer akkora aszkorbatfelhalmozddast
eredményezett, mint a kontrollokban.
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4.1.4. Fehérjetiolok oxigﬁzc-i&%sz:k%rbét hatasara

Az aszkorbat jelenlétében inkubalt mikroszoméaban egy oOra alatt a
fehérjetiolok mintegy 50%-a eloxidalodott. Mivel az antioxidans aszkorbat
kozvetlenil nem képes a tiolok oxidadlasara, ez a jelenség csak ugy
¢rtelmezhetd, ha feltételezziik, hogy az aszkorbat eldszor dehidroaszkorbatta
alakul. Erdekes ugyanakkor, hogy kisérleteinkben a 0,1 mM-os koncentracioju
aszkorbat hatékonyabban oxidalta a fehérjetiolokat, mint az 1 mM-0S

asszocialodo, aszkorbat-oxidaz jelenlétére és mitkodésére utalnak.

4.1.5. Aszkorbat-oxidaz aktivitas az endoplazmas retikulumban

Az aszkorbat enzim kozremukodése nélkiil lassan oxidalodik, de a
folyamatot  patkany majmikroszoma jelentésen  meggyorsitotta. A
mikroszomalis aszkorbatfogyasztas oxidacid kdvetkezménye volt, ugyanis a
keletkezé dehidroaszkorbat mar néhany perc utan detektalhatd volt. Emellett
sikeriilt az aszkorbil gyok jelenlétét is kimutatni elektronspin-rezonancia (ESR)
spektroszkopia segitségével, ¢s meréseink a fentiekkel Osszhangban azt
mutattak, hogy a mikroszoma az aszkorbil gyok keletkezéset is nagymertékben
fokozta. A mikroszoma eldzetes hokezelése szinte az autooxidacid szintjére
csOkkentette az aszkorbat fogyasat, illetve az aszkorbil gyok keletkezését.
Hasonl6 hatasa volt a nativ mikroszoma tripszines elokezelésének 1s, ami nem
csak megerdsiti a reakcid fehérjefliggését, hanem azt is mutatja, hogy a
mikroszomalis aszkorbat-oxidaz hozzaférheto kiviilrdl, a citoplazma felol.

Az aszkorbatoxidaciot gatld hatoanyagok jelenlétében nem csak az
aszkorbatfogyas, illetve dehidroaszkorbat-keletkezés, hanem hasonlo
mértékben a tioloxidacio is csokkent Mindez azt bizonyitja, hogy az aszkorbat
valoban az aszkorbat-oxidaz altal termelt dehidroaszkorbat formajaban vehet
részt az oxidativ foldingban. Ezek a hatdanyagok majmikroszomaban az
aszkorbat latszolagos felvételének sebességét is jelentdsen csokkentik.

Hipotézisiink szerint az aszkorbat aszkorbil gyokon keresztiili oxidacidja
soran keletkezd reaktiv oxigén-intermedierek (ROS) képesek hozzajarulni a
tioloxidaciohoz. Ehhez azonban sziikség van egy lipidoldékony
elektronszallitora az ER membranjaban, amely 0Osszekapcsolja a membran
kiilso felszinén €s a lumenben végbemend folyamatokat.

12



4.1.6. A tokoferol szereﬂg arasZkdrbat altal kivaltott tioloxidacioban

Az E-vitaminhidnyos mikroszOmaban a hozzaadott aszkorbat oxidacioja
80%-kal nott, a lipidperoxidacié sebessége mintegy haromszorosara
fokozodott, ugyanakkor az ezt kisérd diszulfidkepzodés a felére csokkent.
Ezzel  Osszhangban, az  E-vitaminhidnyos  mikroszomahoz  adott
gulonolaktonbdl latszolag kevesebb aszkorbat keletkezett — ami feltehetdleg a
nagyobb iitemli aszkorbatfogyas kovetkezménye —, és ekozben kevesebb
feherjetiol oxidalodott, mint a kontroll mikroszéma esetén. A valtozasok arra
utalnak, hogy részlegesen szétkapcsolodott az extraluminalis aszkorbatoxidaciod
¢s az intraluminalis fehérjetiol-oxidacid. Valdszintisithetd, hogy az aszkorbat-
oxidaz altal termelt ROS oxidalé hatasat az E-vitamin valahogy atiranyitja a
membranlipidekrdl a luminalis fehérjék tiolcsoportjaira.

4.1.7. Az aszkorbatfiigg6 fehérjetiol-oxidacio modellje
A mikroszomakon tett megfigyeléseink alapjan felallitottunk egy modellt,
amely 0sszegzi ¢s rendszerbe foglalja a kapott eredményeket (1. abra).
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1. abra Az aszkorbatfiiggo fehérjetiol-oxidacio modellje
Az ER kiilso felszinén aszkorbatbdl dehidroaszkorbat keletkezik, ami ROS
képzddéseével jar. A dehidroaszkorbat bejut a lumenbe, ahol fehérjetiolokat
oxidal. A beldle keletkez6 aszkorbat nem tud kijutni, de a ROS altal, E-vitamin
kozvetitésével, Ujraoxidalodhat dehidroaszkorbatta.

E szerint az ER citoplazma feldli felszinén egy valdszintlileg réztartalmu
oxidaz alakitja 4t az aszkorbatot aszkorbil gyokké, majd dehidroaszkorbatta,
mikozben ROS termelddik a membran kozvetlen kozelében. A
dehidroaszkorbat mar képes bejutni a lumenbe, ahol a PDI szubsztratjaként,
vagy akar PDI-t6l fiiggetlen mechanizmusok révén, részt vesz a
diszulfidképzésben, és visszaalakul aszkorbattd. Az aszkorbat nem, vagy csak
nagyon kis sebességgel jut ki a lumenbol, ezért ott felhalmozodik. A ROS
hatasara E-vitaminbol keletkezé o-tokoferil gyok azonban ujraoxidalhatja a
felhalmozott aszkorbatot, ezaltal ujabb diszulfid kotések keletkezéséhez
szolgaltathat oxidalo agenst. A felvazolt reakcidlanc nettd6 eredménye az
elektronok  folyamatos 4aramlasa a cisztein-tioloktol —mint primer
elektrondonoroktdl az oxigénig mint végso elektronakceptorig.
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4.1.8. Endoplazmas reti@ﬁlu%? dtrds3z skorbutban

In vivo kisérleteinknél abbol indultunk ki, hogy amennyiben az aszkorbat
valdban sziikséges a diszulfidképzOdéshez, akkor hidnydban a fehérjeéres
zavara varhatoan ER-stressz, illetve UPR kialakulasat eredményezi, sot akar
ER-eredetli apoptozist is kivalthat. Vizsgalatainkat tengerimalacok
majszovetén végeztiik, mert a majsejtek boséges ER-rel rendelkeznek, intenziv
fehérjeszintézist, illetve fehérjetiol-oxidaciot folytatnak, vagyis varhatdan
kiilonosen érzékenyek a folyamatot érint6 hatasokra.

A tengerimalacok egyes csoportjait kiilonbozo ideig (1-4 hétig) tartottuk
aszkorbatmentes diétan, ¢s kiilonbozo kontroll allatokkal hasonlitottuk Oket
ossze. Az ER-stressz markereinek tekintheté dajkafehérjék és a PDI indukcioja
mar a C-vitaminhiany kialakuldsakor, a skorbut bekovetkezte el6tt kimutathato
volt, és tovabb emelkedett a diéta négy hete soran. Az aszkorbatmentes diéta
harmadik hetében haromszorosara, a negyedik héten pedig négyszeresére
emelkedett az apoptdzis index a kontrollhoz viszonyitva.

4.1.9. A glikalt hemoglobin szintjének csokkenése aszkorbat hatasara

Klinikai kooperacioban megvizsgaltuk, hogy a hosszan tarto (40 nap),
nagy dozisu (napi egyszer 1000 mg per o0s) C-vitaminbevitel hogyan
befolyasolja egészséges ¢és cukorbeteg emberek vérében a glikalt hemoglobin
aranyat mint a vércukorszint-szabalyozas €s az inzulinhatas elterjedten hasznalt
indikatorat. Az eredmények azt mutattdk, hogy mindkét csoportban
szignifikansan csokkent a hemoglobin glikacidjanak %-os ardnya. Bar az
aszkorbatnak a gluk6zzal vald kompeticioja révén a fehérjeglikaciora
kozvetleniil kifejtett hatasat nem lehet kizarni, ennek ellentmond az a
megfigyelésiink, hogy a glikdci6 a legmagasabb vércukorszintek esetén
csokkent a legnagyobb mértékben. Eredményeink tehat — masokeéval
osszhangban — leginkdbb azt valoszinisitik, hogy a C-vitaminkezelés az
inzulintermelés és/vagy az inzulinhatas fokozasa révén hatott.

4.2. A piridin-nukleotid rendszer redukalt dallapotdanak fenntartdisa

4.2.1. Az ER NADPH-NADP+ készletének elkiiloniilése
Kimutattuk, hogy az intakt mikroszomahoz adott kortizon egy része
exogén redukald forras nélkiil is kortizolla alakul, mig ugyanez permeabilizalt
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mikroszoma esetén nem dé%zlglggté,]-@lgyis endogén NADPH talalhat6 a
lumenben. Kidolgoztuk a mikroszoma endogén NADPH-tartalmanak
fluoreszcens vizsgalatat. Méréseink megerésitették, hogy a mikroszémaban
detektdlhatd NADPH valoban az intravezikularis térben helyezkedik el.
Fényszorasos és gyors szlréses transzportméréseink szerint az ER membranja
piridin-nukleotidokra gyakorlatilag impermeabilis. A NADP" és NADPH
transzportjanak hianya 0sszhangban van azzal a tapasztalatunkkal, mely szerint
mind a H6PD, mind a 11BHSD1 aktivitasa jelentds, szinte 100%-0s latenciat
mutat, vagyis az intakt membrannal hatarolt vezikulumokban detektalhato
aktivitas elhanyagolhatdo a membran permeabilizalasa utdn mérhet6hoz képest.
Mindez azt is megmagyarazza, hogy a preparalas és tarolas soran hogyan
orizhették meg NADPH-tartalmukat a vezikulumok.

4.2.2. ANADPH-NADP+ készlet redukalt allapotanak fenntartasa

A patkdnymajbol preparalt, intakt mikroszoma kortizoltermelése
jelentdsen fokozhatd, ¢s hosszii ideig fenntarthaté gluko6z-6-foszfat
hozzdadasaval. Ez a megfigyelésiink oOsszhangban van a H6PD luminalis
clhelyezkedésével €s NADP*-fiiggé gluk6z-6-foszfat-dehidrogenaz
aktivitasaval. Az effektus felfiiggeszthetd a gluk6z-6-foszfat transzportjanak
specifikus gatloszerével (S3483-mal), vagyis a gluk6z-6-foszfat bejutasat
igényli a vezikulumok lumenébe. Mindez bizonyitja a glukdz-6-foszfat-
transzporter, a HO6PD ¢s a 11BHSDI1 kozotti funkcionalis kapcsolatot. A
NADPH fluoreszcens detektalasaval bizonyitottuk, hogy a lumenben elenyészo
mennyiségben talalhat6 NADP'. Glukéz-6-foszfat vagy kortizol hozzaadasa
ugyanis alig eredményez detektalhat6 NADPH-termelést, hacsak elozbleg az
endogén NADPH-t kortizonnal nem oxidaljuk.

4.2.3. A tiol-diszulfid és a NADPH-NADP* rendszerek elkiiloniilése
Feltételeztik, hogy az ER Ilumené¢ben a ket kolokalizalt rendszer
funkcionalisan elkiiloniil egymastol. Azt talaltuk, hogy a mikroszomalis
fehérjék tioljait exogén NAD®, NADP® és kortizon nem képes oxidalni,
valamint NADH, NADPH ¢és kortizol nem képes redukalni. A vezikulumok
belsejében talalhatd piridin-nukleotidok redukaltsagi allapota glutation-tiolok
¢s -diszulfidok hatasara nem valtozik meg, vagyis ebben a kompartmentben
sem a NADP*-t GSH-val redukalni, sem a NADPH-t GSSG-vel oxidalni nem
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lehet. Az intakt mikroszoHGhod hlot SGSH vagy GSSG nem befolyasolta a
kortizon NADPH-oxidalo, illetve a glukoz-6-foszfat NADP-redukald hatasat
sem.

Aktivitasméresekkel és Western blot modszerrel egyarant demonstraltuk,
hogy a glutation-reduktaz enzim nem talalhat6 meg az ER lumenében. A
permeabilizalt mikroszoméaban a glutationdiszulfid &ltal kivaltott NADPH-
fogyas kevesebb mint 5%-a volt a citoplazmaban mérhetd aktivitasnak. A
glutation-dehidrogendz elleni antitesttel késziilt Western blot pedig nem
mutatta ki a fehérje jelenlétét a mikroszoma frakcidban. Az enzim hianya
piridin-nukleotid és a tiol-diszulfid redox rendszerek elkiiloniilését
biztosithatja.

4.2.4. Kortizoltermelés fruktdz-6-foszfat felhasznalasaval

Megvizsgaltuk, hogy a majbol, valamint zsirszovetbol késziilt
mikroszoma képes-e a fruktoz-6-foszfat felvételére ¢és felhasznaldsara.
Bizonyitottuk, hogy a frukt6z-6-foszfat fehérjemedialt transzporttal be tud jutni
a mikroszoma lumenébe, ahol egy foszfohexoz-izomeraz glukdz-6-foszfatta
alakitja. Mindkeét mikroszoma képes felhasznalni a fruktoz-6-foszfatot a
NADP*-redukalas forrasaként, ami azonban gatolhatdo volt az izomeraz
inhibitoraval. ~ Kimutattuk a  fruktoz-6-foszfatbol kiindulé  6-foszfo-
glukonatkeletkezést is. Meggy0zddtink tehat arrol, hogy a H6PD
szubsztratjaként az izomerizacioval keletkezé glukoz-6-foszfat szolgal, amit
tisztitott enzimen végzett méréseink is megerositettek.

4.2.5. A H6PD expresszidja kiilonb6z6 szovetekben

Patkany ¢és human szovetmintdkban 0&sszehasonlitottuk a H6PD
aktivitasat, illetve mRNS- és fehérjeszintli expresszidjat. Varakozasunknak
megfeleloen a majszovetben ¢észleltik a legnagyobb H6PD aktivitast, de
kiilonbozd mértékben az 0Osszes vizsgalt szovet mikroszomaja képes volt
luminalis NADPH-termelésre gluk6z-6-foszfat felhasznalasaval. Minden
szovetben jol detektalhato volt a H6PD fehérje és mMRNS, és ezek mennyisége
jol korrelalt az enzimaktivitasokkal. Adataink arra utalnak, hogy az enzim
,housekeeping” geéntermek, amelyre minden sejttipusban sziikség van.
Valosziniisitheté tehat, hogy a magas, luminalis [NADPH]:[NADP"] arany
fenntartasa az organellum egy¢b aktivitasahoz (pl. hibas fehérjek kitekeredése
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¢s  retro-transzlokacidj agC_a%ggxiééﬁs védekezés) €s  szabalyozasi
mechanizmusaihoz (pl. a rianodin-receptor csatornak nyitasi valoszintiségének
redox kontrollja, az ER tapanyagérzékeld funkcidja) is sziikséges lehet.

4.2.6. A H6PD expressziodja zsirsejtdifferenciacio soran

Human zsirszovetbol szarmazdé mezenchimalis 6ssejteken (ADMSC), és
adipocita iranyban differencialodé 3T3-L1 egér fibroblasztokon vizsgaltuk a
kortizon-kortizol ~  atalakulasért  felelés  enzimek  mikodését — és
génexpresszidjanak alakuldsat. A differencidlatlan sejtek nagyon alacsony
kortizonredukcids aktivitasa igen jelentds mértékben nd a differencialodas
soran. Az aktivitdsfokozodas alapja nem a H6PD, hanem a 11BHSDI1 fehérje
mennyiségének ugrasszerii novekedése volt, aminek hatterében a 11pHSD1
mRNS kozel két nagysagrendnyi emelkedését is kimutattuk mindkét sejtes
modelliinkben.

4.2.7. Ehezés és jollakottsag hatasa piridin-nukleotid rendszerre

Az ER tapanyagszenzor miikodésére vonatkozo hipotézisiinket in vivo
kisérletekkel ellenoriztiik. Jollakott, illetve kiilonb6zo 1dOtartamon at éheztetett
patkanyok majabol preparalt mikroszomaban vizsgaltuk a kortizon-kortizol
atalakitast, valamint a luminalis NADP'-NADPH készlet allapotat. Az éhezés
elérehaladtaval fokozatosan csokkent a kortizonredukcio ¢és nétt a
kortizoloxidacio; és ezzel 0sszhangban egyre csokkent az endogén NADPH
mennyisége.

4.2.8. Az ER piridin-nukleotidkészlete mint gyogyszertamadaspont
Metirapon 11BHSD1-ra kifejtett hatasat vizsgalva azt talaltuk, hogy az
intakt mikroszomaban mérhetdé gatldss nem reprodukalhaté permeabilizalt
membran esetén. Amikor pedig az intakt mikroszomat kortizol és metirapon
jelenlétében inkubaltuk, a metirapon mar nem gatloszerként viselkedett, hanem
jelentdsen fokozta a kortizoloxidaciot. A metirapon altali 11BHSD1-inhibicio
alapvetden nem kozvetlen, kompetitiv gatlas, hanem elsdsorban a luminalis
NADPH-utanpoétlas akadalyozasan keresztiil megvalosulo, masodlagos hatas.

Metiraponnal kezelt differencialédo preadipocitakban csokkent a kortizon
redukcioja kortizolla, ¢és fokozddott az ellentétes iranyu datalakulas. A
dexametazonnal kivaltott differencialodast metirapon nem befolyasolta, és a
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kortizollal indukaltat is cg&_ﬁg%qé;té(ben, nem szignifikansan gatolta. A
kortizon adipogén differencidcidt kivalto hatasat azonban a metirapon egylittes
alkalmazasa szinte teljesen kivédte, ami tehat a prereceptoridlis
glukokortikoidtermelés akadalyozasanak tudhato be. A prereceptorialis
kortizoltermel€s gatlasa tehat a glukokortikoidhatas csokkentésének hatékony
modszere lehet.

Az clhizasellenes és antidiabetikus hatasu teaflavanol, EGCG szintén
gatolja a mikroszomalis kortizonredukciot, holott kozvetleniil a katalitikus triad
(G6PT-H6PD-11BHSD1) egyetlen tagjanak mikodését sem befolyasolta. Az
intakt mikroszoma endogén kortizonredukalod €s kortizoloxidalo képességének
mérése €s a mikroszomalis vezikulumok NADPH-tartalmanak vizsgalata azt
mutatta, hogy az EGCG a metiraponhoz hasonléan a luminalis NADPH
oxidaciogjat valtja ki.

Eredményeink egyértelmiien arra utalnak, hogy az organellum luminalis
piridin-nukleotidjainak redox statusza igéretes gyogyszer-tamadaspont lehet az
elhizéassal 6sszefiiggd metabolikus betegségek vonatkozasaban.

4.3. Lipotoxicitds és lipoapoptozis kivédése

A hattérmechanizmusok vizsgalata mellett kutatasunk kiterjedt olyan
hatéanyagok keresésére 1is, amelyek alkalmasak Ilehetnek a [-sejtek
lipotoxicitasanak csokkentésére. Az inzulin-szenzitizaloként ismert metformin
a RINmSF inzulinobma sejtvonalon a lipotoxicitds ¢€s a lipoapoptozis
kivédésében is hatékonynak bizonyult. A hatas hatterében az ER-stressz, illetve
az UPR (ER-chaperonok, -foldazok és CHOP indukcidja, elF2a és JNK
foszforilacigja) csillapodasat mutattuk ki, €s kisebb, de szamottevd mértékben
csOkkent az IRS-1 (Ser307)-foszforilacié is. A jelenség — amennyiben [-
sejteken in vivo is ¢érvényesiill — jelentdsen hozzajarulhat a gyodgyszer
antidiabetikus aktivitdsahoz. Munkacsoportunk pedig c¢lul tizte ki a modell €s
a vizsgalati modszerek alkalmazasat hasonloan UPR-gatlo és citoprotektiv
gyogyszerjelolt molekulak tesztelésere.
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5. A LEGFONTOSABBERPPMENYEK MEGBESZELESE

Az utobbi egy-két évtized kutatasai betegségek hosszi sora esetén
bizonyitotta az ER miikodészavaranak koroki szerepét. Célunk az ER redox
homeosztdzisanak ¢s metabolikus szindromaval, illetve 2-es tipusu diabétesszel
Osszefliggésbe hozhaté mitkodészavarainak minél alaposabb megismerése Volt.
A bemutatott, legfontosabb eredmények a kovetkezok.

Feltartuk az ER lumenében zajlo diszulfidképzddés egy eddig ismeretlen
elektrontranszfer-lancat. Eredményeink egy koherens modell kidolgozasat
tettek lehetdvé, amelyben a C-vitamin fontos szerepet tolt be. A modell
helyességét in vivo megfigyeléseink is alatamasztottak. Kimutattuk ugyanis,
hogy az aszkorbathidny — még az oxidativ stressz kialakuldsa elétt — ER-
stresszt 1déz eld, amely Osszhangban van azzal a kovetkeztetésiinkkel, hogy a
C-vitamin prooxiddnsként vesz részt az oxidativ fehérjeérés folyamatdban. Az
1) modell, az aszkorbat-oxidaz révén, akar fliggetlen alternativ Gtvonalként is
mukddhet; ugyanakkor a benne fOszerepld aszkorbat és tokoferol részt vehet az
Erol részvételével megvaldsulo diszulfidképzodésben is. A C- és E-vitamin
tehat fontos szerepet jatszik az ER lumenében zajl6 oxidativ fehérjefoldingban;
hianyuk csokkentheti az organellum fehérjeérleld kapacitasat, és — amint azt a
C-vitamin esetében bizonyitottuk is — elésegitheti az ER-stressz, illetve azzal
osszefliggd apoptozis fokozodasat. Ez az allapot az inzulinhatas kialakulasat és
az inzulintermelést egyarant akadalyozza, hiszen az UPR az
inzulinrezisztencidhoz ¢és a P-sejtek milkodészavarahoz is hozzajarul. Az
altalunk leirt modell tehat legalabb részben magyarazhatja a diabétesz és az
aszkorbat-, illetve tokoferolszintek kozti Osszefiiggésre utald6 human klinikai
megfigyeléseket.

Az ER membranjanak jelentéktelen glutationpermeabilitasat bizonyito
eredményeink alapjan kijelenthetd, hogy a magas lumindlis [GSSG]:[GSH]
arany nem oka, hanem kovetkezménye a diszulfidképzodésnek. Kimutattuk
ugyanakkor, hogy a RyR1 képes a glutation transzportjara, ami
megmagyarazza a vazizom szarkoplazmas retikulum membranjanak
egyediilalloan magas glutationpermeabilitasat. E jelenségnek fontos szerepe
lehet a vazizom redox és kalciumhomeosztazisaban, ezert tovabbi vizsgalatra

érdemes.
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Megerdsitettiik azt de _fe?tgtzlegét, mely szerint az ER lumenében
elkiiloniilt NADP'-NADPH-készlet talalhato; és hogy az itt elhelyezkedd
H6PD ¢és 11BHSD1 e kozos piridin-nukleotidkészlet révén funkcionalis
kapcsolatban all egymassal. Az elébbi enzim ,.housekeeping” géntermékkent
van jelen minden sejtben, €s rendszerint fenntartja a magas luminalis
[NADPH]:[NADP'] aranyt, amely sziikséges az utdbbi 4altal katalizalt
glukokortikoid-aktivalashoz. A redukalt piridin-nukleotid és az oxidalt
tiol/diszulfid redox rendszerek azért tarthatok fenn ko6zOos kompartmentben,
mert itt hianyzik az az enzim, illetve enzimaktivitas (glutation-reduktaz), amely
osszekapcsolna Oket, és redox potencialjukat egységesitené. Ezzel egyuttal ki is
zartuk a piridin-nukleotidok szamottevo kozremikodését a
diszulfidképzdédésben. Kimutattuk és funkcionalisan jellemeztiik az organellum
fruktdz-6-foszfat-transzporterét, valamint luminalis hexo6z-6-foszfat-izomeraz
enzimét. A még azonositasra varo fehérjék kozremitkodése lehetové teszi, hogy
a frukt6z-6-foszfat a glukoz-6-foszfattal egyenértékii redukalo forrasa legyen a
lokalis kortizolképzodésnek. Sikeriilt in vivo kisérlettel alatamasztanunk azt a
feltételezésiinket, hogy a tapanyagellatottsdg fontos meghatarozdja az ER
luminalis piridin-nukleotid redox statuszanak, illetve ezen keresztiil a
prereceptorialis  kortizolképzddésnek. Eredményeink azt mutattdk, hogy
¢hezésben csokken, jollakott allapotban pedig né a maj ER kortizonredukalod
képessége. Bizonyitottuk a 11BHSDI1 igen nagymértékli indukciojat (a H6PD
konstitutiv expresszioja mellett) a differencidlodo zsirsejtekben, valamint az
igy kialakuld pozitiv visszacsatolas sziikségességét a differencialodas
fenntartasaban. Mindez Osszhangban van azzal a masok altal is tdmogatott
elmélettel, mely szerint a lokalis kortizolképzédés (a 11BHSD1 aktivitasa)
fontos szerepet jatszik az elhizas és a hozza kapcsolodd anyagcserezavarok
kialakulasdban. Az enzim idealis gatloszere csak a kortizonredukcidt csokkenti,
¢s a reakcio ellentétes iranyat inkabb fokozza. Ez a hatas pedig csak az ER
luminalis NADPH-keészletének oxidalasara képes hatoanyagoktdl varhato.
Bizonyitottuk, hogy ezen a mechanizmuson alapul a metirapon 11HSD1-gatlo
(mellék)hatasa, ¢és kimutattuk, hogy igy tolja el kedvezd iranyba a
mikroszomalis  kortizon-kortizol —atalakulast a teaflavanol EGCG is.
Megfigyelésiink ramutat az ER elkiiloniilt NADP'-NADPH-készletére mint

igéretes, am eddig figyelmen kiviil hagyott gyogyszer-tamadaspontra, amely az
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elhizds, a metabolikus dCindRfalds a diabstesz megeldzésének ¢és

crecrs

A szoban forgd korallapotok esetén a gyogyszeres beavatkozas
kiemelkedéen fontos célja a hasnyalmirigy [-sejtek mukodo- és
¢letképességének fenntartdsa. Mivel a PB-sejtek diszfunkciojdban ¢€s
pusztulasaban fontos szerepet jatszik a magas zsirsavszint, a lipotoxicitast
kivédeni képes hatdanyagok rendkiviil eldnydsek. Munkacsoportunk eziranyu
kutatasa feltarta az inzulinérzékenyitoként mar elterjedt antidiabetikum,
metformin B-sejtvédd hatasat, amelynek hatterében az ER-stressz csillapitasat
is kimutattuk. A felhasznalt vizsgalati modell segitségével tovabbi vegyiiletek
tesztelesét jelenleg 1s végezziik.

Az altalunk kapott eredmények elmeéleti, biokémiai és sejtbiologiai
szempontbol is fontos kovetkeztetések levonasat teszik lehetdvé. Legtobb
megfigyelésiink bdvitette arra vonatkozo ismereteinket, hogy milyen
anyagforgalmat akadalyoz, illetve tdmogat az ER membranja; hogy hogyan
tudja a lumen megodrizni sajatos koncentracid- és redoxviszonyait, mikézben
szabalyozottan egyiittmiikodik a citoplazmaban és — ezen keresztiil — a sejt
tobbi  kompartmentjében zajlé folyamatokkal. Masok megfigyeléseivel
0sszhangban meggyodzden cafoltuk azt az idorél-idore felvetett elméletet, mely
szerint az organellum kismolekulak szamara szabadon atjarhat6 membranja
csupan haloként tartja egyiitt a sejt fehérjéinek egy részét. Ezzel szemben (a
membran elhatarolé funkciéja mellett) boséges kisérleti eredmény és
megfigyelés szol, melyekhez mi is érdemben hozzdjarultunk. A transzport
nyilvanvaléan szelektiv: egymashoz nagyon hasonld vegyiiletek egyikére
korlatozodik; szamos molekula szinte teljesen ki van zarva az ER lumenébdl;
vagy €ppen be van zarva oda; és sok esetben az atjutds hatékonyan gatolhat6
specifikus vagy altalanos transzportgatlo szerekkel.

A rendelkezésre allé adatok azt tdmasztjdk ala, hogy az ER valédi, a
citoplazmatol jol elkiiloniilo metabolikus kompartment, amelynek
mikodésében ¢éppen a sejt tobbi részével folytatott ,,anyag-csere”
kulcsfontossagi. A sejt tobbi részétol ily modon elkiiloniild, mégis szorosan
Osszefiliggd organellum, amely az anyagcsere minden agaban kozremiikodik, a
sejt tapanyagszenzoraként is funkcional. Lumindlis redox rendszereinek
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allapota érzékenyen reagéﬂj Gz AHhrotdnorként szolgald tapanyagmolekulak
mennyiségi ingadozdsaira. A fehérjeérést €rintd hatdsok az UPR jelatviteli
mechanizmusai révén moduldljak a lipidmetabolizmus, az autofagia és az
apoptozis szabdlyozasat, illetve a kiils6 jelek (pl. gyulladdsos mediatorok,
inzulin) tovabbitasat. A prereceptorialis kortizolképzodés egyensulyanak
eltolodasa pedig az adott sejten beliili glukokortikoidhatast modositja, ami altal
cellularis funkciora is (beleértve a gyulladast és az inzulinhatast). A fiziologias
miikodés finom hangoldsat szolgalo, érzékeny rendszert szélsdséges hatasok
(pl. egy elektronszallitd sulyos hidnya vagy a taplalékfelvétel tartos és stulyos
feleslege) annyira elallithatjak, hogy a patomechanizmus meghatarozé elemévé
valhat. Az ilyen stlyosan karositoé hatasok kikiiszobolése mellett érdemes tehat
olyan tényezoket, hatdoanyagokat keresni, amelyek a szenzor miikodéseét
visszaallithatjak, vagy legalabb annak karos mértékli jelzéseit tompitani
képesek.
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Ezuton is szeretném kifejezni Mandl Jozsef iranti halamat. Utolag
visszatekintve semmi kétely nincs bennem, hogy amikor orvosi diplomam
megszerzeésekor eltéritett a kutatds, és azon beliil a biokémia felé, akkor nem
csak velem, hanem még nagyon sokakkal jot tett. Palyam soran mindig
bizhattam joakaratdban és a szakman talmutato segitd szandékaban.

A Mandl-munkacsoportban a kezdetektdl alkalmam adodott egyiitt
dolgozni Banhegyi Gaborral, akit mindig nagyszerti tudosnak tartottam.
K6z6s munkank meghatdrozd szerepet jatszott tudomanyos érdeklddésem €s
kutatasi teriiletem alakuldsaban. Nem tudom, végiil sikeriilt-e olyan sokat
tanulnom tdle, amennyit szerettem volna, de biztos, hogy nem rajta mulott.

Mandl Jézsef és Banhegyi Gabor révén keriiltem kapcsolatba Angelo
Benedettivel (Sienai Egyetem, Olaszorszag) ¢s Brian Burchell-lel (Dundee-i
Egyetem, Skoécia). Benedetti professzorral husz éve folytatunk gyiimolcs6z6
kooperaciot. Részben kiilonleges személyiségének koszonhetd, hogy a
Sienaban tett latogatasaim ¢életre sz6l6 emléket hagytak maguk utan. Burchell
professzorral két évig tartott az intenziv szakmai egylittmiikodésiink, melyre
egy FEBS 0sztondij adott nekem lehetdséget. Dundee-ban ismerkedtem meg
szamos molekularis biologiai modszerrel és a tomegspektrometriaval. A
masodik ¢v vegere Burchell professzor sikeresen megpalyazta a dékani cimet,
és visszavonult a kutatdomunkatol. Oszintén remélem, hogy e dontésében az én
ott tartbzkodasom nem jatszott meghatarozo6 szerepet.

Szénasi Beélané, Vali roviddel utanam kezdte palyafutasat a
munkacsoportban. Hasznos technikai és adminisztracios segitségénél is tobbet
jelent, hogy igazi haziasszony modjara tart rendet és fegyelmet a gondjaira
bizott laboratoriumok és azok személyzetei korében. Erds érzelmi szalakkal
atszOtt kapcsolatunk is sok vonatkozasdban egy hosszi hazassagra emlékeztet,
de viszonylag konnyen ki szoktunk békiilni egymassal.

Halaval tartozom mindazoknak a kutatétarsaknak, akik a kozleményeim
¢s e dolgozat alapjaul szolgald munkaban, akar itthon, akar Olaszorszagban
vagy Skociaban kozremiikodtek. Sajat publikacioim tarszerzoéikent mind név
szerint szerepelnek az értekezés megfeleld fejezetében, ezért ismételt
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felsorolasuk itt szillkségte(fle‘ﬁ,_%%Zi;l.]d;d<5 csupan két embert szeretnék kiilon
kiemelni, mert 6k — Mandl és Banhegyi professzorok mellett — a doktori
értekezés atolvasasaval, néhany hiba felfedezésével és hasznos tanacsaikkal is
segitségemre voltak. Egyikiikk Mészaros Tamas, aki szerénysége miatt
megharagudna, ha itt Oszintén méltatndm, ¢€s akinek baratsagara biiszke
vagyok. Masikuk To6th Blanka vegyészmérnok, aki nem pusztan mint a kémiai
analitika kivalo szakértdje vett részt az életemben, hanem hozzdm is jott
felesegiil, és sziilt nekem két remek fiut, Misit €s Marcit.

Koszonet jar az Orvosi Vegytani Intézet mikodtetésében kdzremiikodo
munkatarsaknak, akik kozil itt Bombicz Jozsefné, Granicz Maria és
Sonnevend Kinga nevét szeretném kiillon megemliteni.

Ha az MTA doktora cimet eddigi munkéassagom ¢s jelen értekezésem
alapjan nekem itélik, sziilleimet éppen olyan biiszkeséggel fogja eltdlteni, mint
negyven ¢vvel ezeldtt, amikor szorgalmamat az évzaron igazgatoi dicsérettel €s
konyvjutalommal honoraltdk. Furcsa, de az § biiszkeségiik ma is ugyanolyan
fontos nekem, mint akkoriban.

Az ¢rtekezésben ismertetett kisérletek az OTKA, az Egészségligyi €s az
Oktatasi Minisztériumok, az NKTH, a Szentdgothai Janos Tudaskozpont, a
FEBS, a NATO ¢s az Anonymous Fund tAmogatasaval késziiltek.
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