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ROVIDITESIEGYZEK

AA aszkorbat

ADMSC human zsirszovetbdl szarmazoé mezenchimalis dssejt
ATF3,4,6 ,activating transcription factor 3, 4 and 6”

ATP adenozil-trifoszfat

BB BioBreeding/Worcester patkany torzs

BiP (GRP78) ,,binding protein” (,,78 kDa glucose regulated protein”)
BMI ,,body mass index” = testtomeg-index

CFTR cisztas fibrozis transzmembran konduktancia regulator
CHOP ,,C/EBP homologous protein”

DHA dehidroaszkorbat

CIT citoplazma frakcidobol

DsbA, B, C ,,disulfide bond A, B and C”

DTT ditio-treitol

EDEM ,,ER degradation-enhancing 1,2-mannosidase-like protein”
EGCG (-)-epigallokatekin-3-gallat

elF2a eukaridta (transzlacios) iniciacios faktor 2 alfa alegység
ER endoplazmas retikulum

ERAD ,endoplasmic reticulum-associated protein degradation”
Erol ,,endoplasmic reticulum oxidoreductase 1”

Erv2 »essential for respiration and vegetative growth 2
ERp57, 61, 72 »J7,61 or 72 kDa endoplasmic reticulum protein”

ESR elektronspin-rezonancia

FAD flavin-adenin-dinukleotid

FFA szabad zsirsav

FMN flavin-mononukleotid

FOXO ,,forkhead box protein O” transzkripcios faktor

F6P frukt6z-6-foszfat

GAPDH glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz

GADD34, 153 »growth-arrest- and DNA-damage inducible gene 34 and 153”
GEF guanin-nukleotid-kicserél6 faktor

GLO gulonolakton-oxidaz

G6P gluko6z-6-foszfat

G6PD gluk6z-6-foszfat-dehidrogenaz



GPR40
GRP78, 94, 170
GSD1
GSH
GSSG
GTP
HEPES
HbA .
HDL
HFCS
H6PD
HPLC
HPLC-MS/MS
11BHSD
Hsp70
kK
IL-1B, 6
IRE1
IRS
JNK
LXR
MHC
MIT
MOPS
MSz
mTOR

NAD", NADH

NADP’,
NADPH

NEFA
ND
NM
NF-xB
PEG
PERK
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sejtfelszini zsirsav-receptor a 3-sejtekben

,»18, 94 or 170 kDa glucose regulated protein”
»glycogen storage disease type 17 (1-es tipusu glikogéntarolasi betegség)
glutation

glutationdiszulfid

guanozil-trifoszfat
4-(2-hidroxietil)piperazin-1-etanszulfonsav
glikalt hemoglobin

,,high-density lipoprotein”

magas fruktdztartalmu kukoricaszirup
hex6z-6-foszfat-dehidrogenaz

,high performance liquid chromatography”
HPLC és tandem tomegspektrometria
11B-hidroxiszteroid-dehidrogenaz

,»70 kDa heat shock protein”
inhibitor-kappa-kinaz

interleukin-1p és -6

,inositol-requiring enzyme 1”’
inzulin-receptor-szubsztrat

c-Jun N-terminalis kindz

»liver X receptor” transzkripcios faktor
,major histocompatibility complex”
mitokondrium frakcio
4-morfolino-propanszulfonsav

mikroszoma

,,mammalian target of rapamycin”
nikotinamid-adenin-dinukleotid és redukalt alakja

nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat és redukalt alakja

nem észteresitett zsirsav

nem detektalhato

nem mértiik

nuklearis faktor-xB

polietilénglikol

,pancreatic ER kinase (PKR)-like ER kinase”



Pl
PIPES
PI3K
PDI
PDK
PKB
PKC
PLC
PMF
PPAR
QSOX
ROS
RyR
SERCA
SREBP
SRP
sXBP1
TBARS
TLR
TC
TNF-a
TRAF2
TUNEL
UDP
UDP-Glc
UGGT
UPR
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propidium-jodid

1,4-piperazin-dietanszulfonsav

foszfatidil-inozitol 3-kinaz

proteindiszulfid-izomeraz

foszfatidil-inozitol-fiiggd kinaz

protein-kinaz B

protein-kinaz C

foszfolipaz C

posztmitokondrialis feliiliszo

peroxiszoma-proliferator altal aktivalt receptor
»quiescin sulthydryl oxidase”

,reactive oxygen species”, reaktiv oxigén-intermedierek
rianodin-receptor Ca**-csatornak

szarko/endoplazmas retikulum kalcium ATP-4z

,»sterol response element binding protein” transzkripcids faktor
,»signal recognition particle”

»spliced X box-binding protein 17

,tiobarbiturattal reagald vegytiletek”

,» Toll-like” receptor

termindlis ciszterna

tumornekrozis faktor a

,» T NF-receptor-associated factor 2”

termindlis dezoxinukleotidil transzferaz dUTP ,,nick-end labeling”
uridil-difoszfat

UDP-glukéz

UDP-Glc:glikoprotein glukozil-transzferaz

,unfolded protein response”
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1. ELOSZO

Az elmult masfél-két évtizedben évrél-évre egyre nagyobb litemben emelkedik az
endoplazmas retikulummal (ER-rel) foglalkoz6é tudoményos kozlemények szama, ami az
organellum iranti tudomanyos érdeklédés (gyorsuld) €lénkiilését jelzi. Az egyre intenzivebb
kutatasok kovetkeztében az ER miikddésével kapcsolatos ismereteink napjainkban rohamosan
gyarapodnak. A valtozas azonban nem pusztan mennyiségi — az ER-r6l alkotott nézeteink
gyOkeres atalakulasa zajlik, és régdta ismert tények is merdben 1j megvilagitasba keriilnek.
Nyilvanvalova valt, hogy ez a sejtalkoté nem csupan néhany fontos sejtbiologiai és biokémiai
folyamat helyszine, hanem az intracellularis homeosztazis integralasanak kulcsszerepldje,
amely alapvetd szabalyozasi mechanizmusok kiindulopontjaként és modulatoraként a sejt
egészének mitkodését befolyasolja. Ahogy a féleg lebontd és ATP-termelé folyamatokra
specializalédott mitokondriumroél, ugy a leginkdbb fehérjeszintézisre €és biotranszformaciora

szakosodott ER-r6l is kideriilt, hogy meghatarozo intracellularis jelforras is egyben.

Az endo-, illetve szarkoplazmas  retikulum  kiemelked6  Szerepe a
kalciumhomeosztazisban, illetve a kalcium-jel 1étrejottében régota ismert. Ugyanilyen fontos
az organellum ligandmetabolizal6 funkcidja: a hozza kapcsolodo biotranszformacios reakciok
ugyanis hormonokat, neurotranszmittereket aktivalnak, inaktivalnak vagy reaktivalnak. Az
ER a mikodését érintd stresszhatasokrol kifinomult jelzérendszeren keresztiil tdjékoztatja a
sejtet; és a jelzések alapjan a sejt kisérletet tesz a dinamikus egyenstly helyreallitasara. Ha
azonban ezeket a jelzéseket a sejt ugy értékeli — nyilvan mashonnan érkez6 jelekkel
Osszevetve —, hogy hatteriikben az egész szervezetet veszélyeztetd karosodas huzodik meg,
akkor az apoptozis végrehajtdsa mellett is donthet. Az organellumra irdanyuldé tudomanyos
érdeklddés emlitett fokozodasa elsdsorban az ER-stressz altal beinditott jelatviteli utvonalak
¢és az altaluk kontrollalt talélési, vagy éppen programozott sejthaldlhoz vezetd

mechanizmusok egyre intenzivebb vizsgalataval fligg Ossze.

Az ER jelgeneralo, -némitd és -moduldlo tevékenységében jol tetten érhetd a kiilsd és
belsé kornyezethez vald szimultdn alkalmazkodas, vagyis a kiilsd és belsd stimulusokra
egyiittesen kialakulo valasz megkompondldsa. A sejt oxigén- €s tapanyagellatasa, illetve az
energiakinyerés hatékonysaga, az oxidativ vagy reduktiv stressz az ER-ben integralodik a
sejthez vagy a sejtbe érkez6 hormonok és neurotranszmitterek hatasaival. Mindezt

befolyasolja, hogy itt zajlik rengeteg kiviilrdl érkezd gyogyszer és méreg metabolizmusa,
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valamint szamos — esetleg koros — fehérje szintézise és érése. Mindezek a tényezok egymasra

hatva és dnmagukra visszahatva bonyolult egységet alkotnak.

Folyamatosan boviil azon patologias allapotok listaja, amelyek kialakuldsaban az ER
zavara, kozvetve vagy kozvetleniil, szerepet jatszik. Olyan jelentds betegségek emlithetok
példaként, mint a metabolikus szindréma, a cukorbetegség, a rosszindulati daganatok vagy
egyes neurodegenerativ korképek. A patomechanizmus jobb megértése mellett a boviild
ismeretek Uj terapias beavatkozasok — koztik az ER muikodésére hat6 szerek —

kifejlesztéséhez is hozzajarulnak.

Nem vitathatd tehat, hogy rendkiviil fontos az ER miikddésének, €s a citoplazméval
kialakitott kapcsolatainak minél alaposabb megismerése. A két kompartment kozotti, vagyis
az ER membranjan keresztiil torténd anyagaramlds viszonylag kevéss¢ feltart teriilet. Az
organellum transzportereirdl lényegesen kevesebb ismerettel rendelkeziink, mint az
enzimeir6l, holott nyilvanvalo, hogy ezek miikddése szorosan Osszekapcesolodik. A transzport
kutatasat technikai akadalyok hatraltatjdk; mig egy enzimaktivitas észlelését rendszerint
hamarosan koveti (akér meg is el6zi) az enzimfehérje és az azt kodold gén azonositasa, addig
a legtobb transzportfolyamat megreked a funkciondlis jellemzés szintjén. Bar tagadhatatlan,
hogy a fenomenoldgiai megkozelités is fontos ismeretekkel szolgal, az érintett fehérjék és
gének azonositdsa mindenképpen sziikséges 1épés, ami rdadasul 10kést ad a tovabbi

funkcionalis kutatasoknak is.

Az ER membréanjanak hataroldé funkcidja és a rajta keresztiil folyd transzport
szelektivitaisa kovetkeztében a luminalis mikrokdrnyezet szamos vonatkozasban
karakterisztikusan  eltér a  citoplazmatol. A  tobb nagysagrenddel = magasabb
kalciumkoncentracié mellett kiemelendd a meghatarozo redox rendszerek (tiol-diszulfid és
piridin-nukleotidok) statuszaban és kolcsonhatasaiban megfigyelheté jelentds kiilonbség. A
sejt tobbi részétdl elkiiloniilt luminalis redox viszonyok fenntartasa az organellum enzimeinek
folyamatos aktivitasat igényli, és taplalkozasi tényezOkre érzékenyen reagal. Ezen a ponton
jol tetten érhetd az ER tapanyagszenzor funkcidja, amely a fiziologias szabalyozas mellett

valosziniileg patoldgias folyamatokban is kiemelkedd szerepet jatszik.

Jelen értekezés bevezetésként attekinti az ER néhany fontos, a szerzd kutatdsanak
targyat képezd funkciojat, kiilonds hangsulyt fektetve a redox homeosztazisra és a
membranon keresztiili transzportra. Ezutdn bemutatja azokat a sajat tudomanyos

megfigyeléseket, amelyek egyrészt demonstraljak, hogy az organellum jol koriilhatarolt
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metabolikus kompartment, amelynek elkiiloniilt redox rendszerei érzékenyen reagalnak a
tdpanyag-ellatottsag valtozdsaira, masrészt bizonyitékul szolgalnak arra, hogy e rendszerek
zavara fontos szerepet jatszik a metabolikus szindroma és a 2-es tipusu diabétesz
patogenezisében, egyuttal igéretes gyodgyszer-tamadaspontként is szolgdl e korképek

megeldzése és kezelése szamara.
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2. BEVEZETES

Az értekezésben ismertetett kutatds arra irdnyult, hogy taplalkozasi tényezok (pl.
tapanyag-tilkinalat és C-vitaminhidny) hogyan befolyasoljadk az ER alapvetd funkcioit, és
hogy ez miként jarul hozzd a metabolizmus sejt- és szervezetszintli szabdlyozasanak
felborulasahoz, azaz a metabolikus szindroma és a 2-es tipusu cukorbetegség kifejlédéséhez.
Ezért az itt Osszefoglalt irodalmi hattér az elhizashoz kapcsoldodo, emlitett anyagcsere-
betegségek bemutatasara, valamint az ER tulajdonsagainak, metabolikus és jelatviteli

funkcidinak ismertetésére fokuszal.

2.1. Az elhizashoz kapcsolodo anyagcsere-betegségek

A normalis vagy idealis teststlytdl valo eltérés mértékét rendszerint a testtomeg-index
(BMI = testsuly (kg) / magassag? (m?)) segitségével szamszertisitik. Az altalanosan elfogadott
besorolas szerint 30-as BMI-nél vonjuk meg a hatart a talsuly (25 kg/m? < BMI) és az
obezitds vagy elhizas (30 kg/m® < BMI) kozott [1]. A WHO adatai szerint 2008-ban
vilagszerte tobb mint 1,4 milliard talsulyos felndtt €lt, akik kozil tobb mint 200 millid férfi és
300 milli6 n6 volt elhizott. Ugyanekkor Europaban a talstlyos feln6tt lakosok aranya 55%
koriil volt, és fokozatosan novekszik. 2009-10-ben az Amerikai Egyesiilt Allamok (vegyes
etnikumu) feln6tt lakossaganak 69%-a volt tulstlyos, illetve 36%-a obez [2]; és a legfrissebb
felmérések hasonldé adatokat mutatnak 2012-13-ra vonatkozoan is [3]. Az elhizas jogosan

nevezhetd tehat korunk népbetegségének.

Az elhizds multifaktorialis, kronikus betegség, amely velesziiletett (genetikailag
meghatarozott) alapokon, kornyezeti tényezOk hatasdra alakul ki. Az obezitdshoz vezetd
szocialis, kulturalis, viselkedési, €letmodbeli, élettani, biokémiai, valamint genetikai tényezok
nem teljesen tisztazottak, és egyre intenzivebb kutatas targyat képezik. A kor valodi orvosi
jelentdségét az adja, hogy fennéllasa szdmos egyéb betegség (pl. magas vérnyomas, sziv- és
érrendszeri betegségek, depresszid, bizonyos daganatok stb.) kialakuldsanak kockazatat
fokozza [1]. Jelen értekezés szempontjabol kiilondsen kiemelend6 a tulsuly és a 2-es tipusu

cukorbetegség ok-okozati kapcsolata.

A tapanyag-talkindlat kozvetleniil is eldnyteleniil befolyasolja a sejtek anyagcseréjét,

de az elhizassal jaré karos hatasok nagy része a tilndvekvd zsirszovet kozvetitésével alakul

crer
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illetve differencialodasa) és hipertrofidjanak (meglévo adipocitak térfogatnovekedése) ereddje
[4]. Prospektiv klinikai kutatasok azt mutatjak, hogy az adipocita-hipertrofia a 2-es tipusu
cukorbetegség fliggetlen rizikofaktora [5, 6]. Az elhizott zsirszovetben fokozodik a lipolizis-
reszintézis ciklus intenzitdsa, ami megemeli a vérben keringd szabad zsirsavak (FFA)
meggyotort €s nagyobb ardnyban pusztuld zsirsejtek, illetve a zsirszovetet ezek hatdsara
infiltrald6 makrofagok €s limfocitak gyulladasos mediatorokat szekretdlnak, amelyek szintén
bekeriilnek a keringésbe [7]. Raadasul erdsodik a glukokortikoid prohormon kortizon
atalakulasa kortizolla (lasd 2.1.4. fejezet), ami lokalis hatasai mellett ugyancsak kihathat mas
szovetekre is. Szamos tanulmany bizonyitja a centralis elhizas, azaz a hasiiregi (viszceralis) és
hasfali szubkutan zsirdep6 felszaporodasanak kiemelt koroki szerepét az anyagcsere-
metabolikus és hormonalis eltéréseiben, részben a hasi szovetek portalis keringéssel valod
Osszekottetésében keresendd. A centralisan elhelyezkedd zsirszovetbdl nagy mennyiségben

kikertil6 zsirsavak és hormonok ugyanis a portalis keringéssel kdzvetleniil a majba jutnak [8].

A gyulladdsos medidtorok és a szabad zsirsavak plazmaszintjének emelkedése és a
glukokortikoid hatas fokozodasa egyarant akadalyozza és/vagy antagonizalja a szovetek

inzulinra adott valaszat, vagyis inzulinrezisztenciahoz vezet.

2.1.1. Inzulinhatas

Jollakott allapotban, a tapanyag-molekulak — elsésorban a glukéz — emelkedett
szérumszintjének hatasdra a p-sejtek fokozzdk a mar vezikulumokban tarolt inzulin
rendelkezik inzulin-receptorral, és ennek kozvetitésével mikodését adaptalni tudja a
megvaltozott metabolikus allapothoz. Az adaptacié részben gyors és rovidtava (a sejtek
tapanyagfelvételének, -felhasznalasdnak és -raktdrozasdnak azonnali fokozéasa, valamint a
vércukortermelés €s a tdpanyagraktirak mozgositasdnak visszaszoritasa, ameddig a bélbol
valo felszivodas tart), részben tartdos alkalmazkodas, vagyis metabolikus hozzaszokas (a
tapanyag-felvételi, -felhasznalasi és -raktarozdsi kapacitds novelése, valamint a vércukor-
termelési és a raktdrmobilizalasi kapacitds csokkentése). A hosszii tavi adapticié a
génexpresszio komplex modositasat igényli, amiben kiemelkedé szerepe van a ,,forkhead box
protein O” (FOXO), ,liver X receptor” (LXR), ,,sterol response element binding protein”
(SREBP) és Spl transzkripcios faktoroknak [10].
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Inzulin kotédésekor aktivalodik a receptor intracellularis protein-tirozin-kinaz
doménje, ¢és a fehérje autofoszforilalédik. Az ilyenkor beinduléd jelatviteli mechanizmusok
zOme az inzulin-receptor-szubsztrat (IRS) fehérjék tirozin-foszforilacidjaval inicializalodik, és
igényli [11]. Jelenleg hat, eltérd szdveti eloszlast IRS izoforma ismert (IRS-1-6). Koziilik az
IRS-5 és IRS-6 eléfordulésa és jelatviteli szerepe elhanyagolhat6, az IRS-3 a ragesalok zsir-
¢s agyszovetében, az IRS-4 pedig els6sorban embrionalis szovetekben talalhato [12].
Kiemelend6 tehat a széles szoveti reprezentacioval rendelkezé IRS-1 és IRS-2, amelyek
egyarant kozponti szerepet jatszanak az inzulin hatdsainak kozvetitésében a legtobb sejttipus,
igy a majsejtek [13], az izomsejtek [14], a zsirsejtek [15], valamint a hasnyalmirigy -sejtek
[16, 17] esetén.

Az IRS fehérjék inzulin-receptor altali Tyr-foszforilacidja két {6 jelatviteli Gtvonalon
keresztiil tovabbitja az immar intracelluldris szignalt: a MAP kinézok, illetve a protein-kinaz
B (PKB) aktivalodasa révén. Egy adapter fehérje altal a P-Tyr-IRS-hez rogzitett guanin-
nukleotid-kicserélo faktor (GEF) ,,bekapcsolja” a Ras kis GTP-koté fehérjét, amely egy
fehérjefoszforilacios lancolatot (a MAP kinaz kaszkadot) indit el. A foszfatidil-inozitol 3-
kinaz (PI3K) gatlo regulator alegységének P-Tyr-IRS-hez dokkolasa pedig lehetévé teszi,
hogy az enzim specialis kotohelyet alakitson ki a foszfatidil-inozitol-fiiggé kinaz (PDK) és az
altala aktivalt PKB szamara plazmamembran belsé rétegében [18]. Az inzulin hatasara
mitkddésbe 1ép6 MAP kinazok (ERK1/2) a sejtndvekedést és proliferaciot stimulaljak,
tekinthet6 a szervezet altalanos ndvekedési faktoranak. Fontos megjegyezni, hogy novekedési
faktor jellegli (proliferaciot, sejtnovekedést és talélést tamogatd) aktivitasat az inzulin
magukra az inzulintermel6 B-sejtekre is kifejti [19, 20], és ebben a hatasban az IRS-1 és IRS-

2 fehérjék szerepét szintén szamos megfigyelés timasztja ala [16, 21].

A PKB aktivaloédasahoz kothetk az inzulin altal kivaltott metabolikus (anabolikus és
vércukorszint-csokkentd) hatasok is [18]. Ide tartozik a glikogén-, koleszterin-, zsirsav-,
triglicerid-, valamint fehérjeszintézis fokozasa, illetve a glukéztermelés és lipolizis gatlasa.
Szintén az IRS tirozin-foszforilaciojan keresztiil — és részben a PKB kozvetitésével — tudja
kivaltani az inzulin a GLUT4 glukoztranszporter plazmamembranba vald kihelyezdését [22],
aminek kulcsszerepe van az izom- és zsirszovet posztprandialis cukorfelvételében, és ezaltal a

normalis glukdztolerancia fenntartdséban.
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Az inzulinhatds bizonyos negativ visszacsatolasokat is magaban foglal, és ezek
jellemzoOen az IRS fehérjék szintjén, azok mikodésének, illetve mennyiségének modositasaval
valosulnak meg. Az inzulin altal (is) indukalt SREBP transzkripcios faktorok példaul —
lipogén hatasaik mellett — az IRS-1 és IRS-2 génexpresszidjat is csokkentik [23, 24].
Ugyanilyen hatast valt ki az S6K protein-kinaz, amely az inzulin jelatvitel részeként (is)
stimulalodo ,,mammalian target of rapamycin” (MTOR) [25] kozvetitésével aktivalodik [26].
Legnagyobb jelentdsége azonban valosziniileg az IRS kovalens moddositdsanak van. A —
jelatviteli funkcio elidegenithetetlen részének tekinthetd — tirozin-foszforilacidé mellett
ugyanis az IRS izoformak szerin oldallancokon is foszforilalhatok. Ilyen tipust kovalens
modositast pedig szamos protein-kinaz végezhet, és rendszerint gatolja a dokkold fehérje
jelatviteli funkciojat, s6t néha a polipeptid lebontasahoz is vezet. Az IRS-1 egyik
legjelentGsebb, és leginkabb vizsgalt foszforilacidja a 307-es (egér), illetve 312-es (human)
szerin oldallancon torténik [27], és ez akadalyozza az inzulin-receptorral vald kdlcsonhatast
[28]. Negativ visszacsatolasnak tekinthet6 tehat, hogy az IRS-1 kiilonb6z6 szerin oldallancait
a PKB [29], az mTOR [30], és az altaluk aktivalt S6K [26], az ERK1/2 [31], illetve atipusos
PKC-k [32] egyarant foszforilaljak. Az inzulin jelatvitelének az IRS génexpresszidja és
kovalens moddositasa révén megvalosuld moduldldsa nem csak ,,feedback™ funkcidval bir,
hanem lehetévé teszi egyéb hormondlis vagy anyagcsere hatdsok integralasat is. Patologias
koriilmények kozott mindez vészesen karosithatja a sejtek inzulin iranti érzékenységét, ami

Onerdsitd szabalyozasi hurkok miatt az anyagcsere stlyos zavaraihoz vezet.

2.1.2. Inzulinrezisztencia

Szemben a cukorbetegség 1-es tipusaval, amelynek alapjat a pankreasz Langerhans-
szigeteiben az inzulintermeld B-sejtek pusztuldsa képezi, és ezért abszolut inzulinhiany alakul
Ki, a 2-es tipusu diabéteszben a szervezet inzulinra adott valasza elégtelen, és az inzulinhiany
eleinte csak relativ. Mivel az elhizds gyakran vezet inzulinrezisztencidhoz, ez tekinthet a

talsaly és a 2-es tipust cukorbetegség kozti lancszemnek.

Szamos tanulmany tdmasztja ala, hogy a tapanyag-tulkinalat €s a talsuly leginkabb
az IRS dokkolo fehérjék miikodésének akadalyozasaval csokkenti az inzulin iranti
érzékenységet. Ez részben az IRS-1 és IRS-2 génexpresszidjanak gatlasat jelenti, hiszen az
SREBP-1c aktivitasat glukéz és zsirsavak [33], az MTOR-ét pedig altalaban a magas
energiaellatottsag ¢és a tapanyagok koziil az aminosavak fokozzak [34]. In vivo kisérletekben

bizonyitottdk, hogy patkany izomszOvetben a magas zsirsavszint hatasara kialakulo
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inzulinrezisztenciaért jelentds részben az IRS-1 SREBP-1c altali represszidja felelos [24]. Az
aminosav-tulkinalat okan aktivalt mTOR azonban nem csupan a génexpresszid szintjén
interferal az IRS aktivitdsaval, mivel kozvetleniil €¢s az S6K kozvetitésével is foszforilalja a

fehérje egyes szerin oldallancait [35].

Nem meglepd, hogy az IRS — kiilonosen az IRS-1 — szerin-foszforilacidja a diabétesz
molekularis mechanizmusaira iranyuld kutatds homlokterébe keriilt. Az elmult évek
vizsgalatai olyan protein-kinazok IRS-szerin-kinaz aktivitasat is kimutattadk, amelyek nem
inzulin hatasara aktivalodnak, tehat nem negativ visszacsatolast biztositanak, hanem egyéb
kiilsé és belsd, hormonalis és metabolikus hatdsok integraldsaval jarulhatnak hozza az
inzulinrezisztencia kialakulasahoz [ezek attekintését lasd: 27]. Az inzulintol fliggetlen
(heteroloég) IRS-szerin-kinazokat lipidek, gyulladasos mediatorok, illetve kiilonb6z6
stresszhatdsok stimulaljak. Jelen értekezés szempontjabol — és az ER-stresszhez f{iz6do
kapcsolata miatt (lasd 2.2.4. fejezet) — kiilon kiemelend6 koziiliik a c-Jun N-terminalis kinaz
(INK).

Az inzulinrezisztencia az Gn. nem inzulinfiiggé diabétesz patomechanizmusanak
legfontosabb eleme, de nem azonos magaval a cukorbetegséggel. Az elhizas soran és
kovetkeztében sulyosbodd inzulinrezisztenciat a hiperinzulinémia hosszabb-rovidebb ideig
kompenzalhatja. Egyéni prediszpozicid (genetikai alkat és kornyezeti tényezok) fiiggvénye,
hogy a hasnyalmirigy PB-sejtek képesek-e¢ az inzulinszekrécié fokozasaval fenntartani a
szlikséges hormonhatast, vagy maguk is aldozatul esnek az eltolddott egyensulynak, és
kialakul a diabétesz. Onallé korképnek tekintjiik, és metabolikus szindréoménak nevezziik azt
az allapotot, amikor az elhizas mar inzulinrezisztencidval és jellegzetes anyagcsere-

rendellenességekkel tarsul.

2.1.3. A metabolikus szindroma

A glukdz-intolerancia, magas vérnyomas, diszlipidémia és torzs koriili elhizas, illetve
az ezek hatterében meghuzodo inzulinrezisztencia egyiittesét metabolikus szindromanak
nevezi az orvostudomany [36]. A betegség egységes definicidja [37] Ota két és fél évtized telt
el, de még napjainkban sincs teljes egyetértés a diagnozis egységes klinikai kritériumai
tekintetében. Az ajanlasok rendszerint magukban foglaljak a derék korfogatat (hasi elhizés), a
szérum triglicerid- és ,,high-density lipoprotein” (HDL) koleszterinszintjét (diszlipidémia), a
vérnyomas értékét (hipertenzid), valamint a vércukorszintet, illetve a cukorterhelésre adott

valaszt (glukoz-intolerancia és inzulinrezisztencia). Teljes az egyetértés abban a tekintetben,
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hogy a metabolikus szindroma szamos sziv- és érrendszeri betegség kiemelkedd rizikofaktora.
A 2-es tipusu diabétesszel vald kapcsolata azonban annyira szoros, hogy vannak, akik a nem
inzulinfiiggd cukorbetegséget a metabolikus szindroma részének tekintik, ugyanakkor a
legtijabb ajanlés szerint a cukorbetegség inkabb a metabolikus szindroma legfébb kimenetele
[36]. Nem meglepd, hogy a betegség el6fordulasa éppiugy rohamosan novekszik a nyugati és

azsiai orszagokban, mint az elhizésé és a cukorbetegségé.

Régota ismert az a tiinetegyiittes, amely torzs koriili elhizast, magas vérnyomast,
magas trigliceridszintet (és alacsony HDL-szintet), illetve inzulinrezisztenciat foglal
magaban. Cushing-korra utal, ha mindezek az eltérések emelkedett plazma-kortizolszinttel,
illetve fokozott kortizolszekrécioval (nyal, vizelet) tarsulnak. A Cushing-szindréma mindazon
korallapotok gylijténeve, amelyek a tartésan fokozott glukokortikoid hormonhatas
kovetkeztében alakulnak ki. Ha ezt idejében nem sziintetik meg, kovetkezményként szinte
minden esetben 2-es tipusu cukorbetegség is kifejlédik [38]. Szembetiind a metabolikus
szindroma ¢és a Cushing-szindroma tiinetei kozti hasonlésag, illetve nagymérték atfedés [39].
A két betegséget alapjaban véve az kiilonbozteti meg, hogy a Cushing-kor diagnézisahoz
alkalmazott hatarérték feletti plazma-kortizolszintet a metabolikus szindromaban nem lehet
megfigyelni. S6t, bizonyos esetekben az elhizott egyének vérében alacsonyabb koncentraciot
mértek, mint a sovany testalkatGakéban [40-42]. Azonban a hipotalamusz-hipofizis-
mellékvese tengely bizonyos rendellenességeit (emelkedett vizelet-kortizol, diurnalis
Kortizolszint-ingadozas hianya, a szabalyozas stimulalds iranti hiperreszponzivitésa,
ugyanakkor a dexametazon szupressziv hatdsanak csokkenése) a metabolikus szindromaban
tobb megfigyelés is alatamasztja [43]. Ezek alapjan egyes szakértok felvetették, hogy a
metabolikus szindroma a Cushing-kor enyhe valtozatanak tekintendé [44]. Mindez erésen
valoszintsiti a glukokortikoid hormonhatas, illetve hormon-homeosztazis zavaranak

patologias szerepét az elhizassal osszefliggd inzulinrezisztencia kialakulasaban is.

2.1.4. Kortizol, elhizas és inzulinrezisztencia

Emberben a kortizol a legfontosabb glukokortikoid hormon. Fiziologias koriilmények
kozott a kortizol (cirkadian ritmusban valtozd) plazmaszintje, illetve a mellékvesekéreg altal
szekretalt hormon mennyisége a hipotalamusz és az agyalapi mirigy kontrollja alatt all.
Kiilonb6z6 stresszhatasok (testi vagy pszichés trauma, fert6zés, gyulladas, éhezés stb.) a vér
kortizolszintjét jelentdsen megemelik, ami sziikséges az adott stresszhez vald hosszu tavu

alkalmazkodashoz. Mivel a hormon magi receptorhoz, ligand altal szabalyozott transzkripcios
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faktorhoz kotddik, effektusa elsdsorban génexpresszios szintii valtozasokon alapul. A kortizol
altal a szervezet miikodésére gyakorolt sokrétli hatds kapcsan kiemelendd az energiaraktarak
mobilizalasa. Serkenti példaul a lipolizis [45] és a glukoneogenezis enzimeinek expressziojat
[46, 47], ami az inzulin hatasaival ellentétes. A glukokortikoid hormonhatas azonban nem
egyszerlien antagonisztikus az inzulin hatdsaval, hanem bizonyos szdvetekben akadalyozza is
annak érvényesiilését az inzulin-jelatvitel kozvetlen gatlasa altal [48]. Vazizomzatban példaul
kimutattak az inzulin-receptor csokkent tirozin-foszforilaciojat [49], valamint az IRS-1 gatld
szerin(307)-foszforilacidjanak fokozodasat és ennck kovetkeztében az inzulinfliggd
glukozfelvétel csokkenését dexametazon vagy lokalisan termelédd kortizol hatasara [50].
Hasonl6 eredményeket kaptak patkany hippokampuszban, ahol a glukokortikoid-kezelés az
inzulin-receptor tirozin-foszforilacidjanak gatlasaval redukalta a PKB-aktivalodast, illetve
GLUT4-kihelyez6dést [51]. Tartos glukokortikoid-kezelés ezért — a szervezet egészét tekintve

— inzulinrezisztenciat okoz [52]; ami al6l azonban a zsirszovet fontos kivételt képez [53].

A glukokortikoidok human preadipocitikban — a tobbi sejttipus esetében
megfigyeltektdl eltérden — dozis- ¢és 1dofiiggd moddon, tartdésan fokozzdk az inzulin irdnti
érzékenységet [54, 55]. A jelenség hatterében az IRS-2 kozvetlen, valamint az inzulin-
receptor és az IRS-1 FOXO transzkripciés faktorok kozbeiktatdsaval kivaltott indukciojat
[56], valamint az [IRS-1 fokozott tirozin-foszforilaciojat [54] is kimutattak. A
glukokortikoidok 4ltal felerdsitett inzulinhatds sziikséges az adipocita-differencidlédashoz
[57], amelyet in vitro is rutinszerien a kétféle hormon kombinacidjaval szokas kivaltani.
Emellett, a szinergisztikus hatas a zsirsejtek triglicerid-raktarozasat is serkenti [58]; és a két
jelenség egyiittes ereddje a kortizolkezelés vagy -tOltermelddés altal  kivaltott

zsirfelhalmozddas, amely elsdsorban a hasi/viszceralis zsirszovetre jellemzo.

A glukokortikoid hormonhatés és az elhizas, illetve az inzulinrezisztencia egyértelmii
Osszefiiggései a kortizol szerepét valoszinlisitik a humén metabolikus szindréma
kialakulasaban és progresszidjaban. Ez persze csak akkor relevans felvetés, ha a talzott
hormonhatas a plazma kortizolszintjének emelkedése nélkiil is kialakulhat. Mivel a
glukokortikoid-célsejtek  helyi kortizolmetabolizmusa szorosan kapcsolodik az ER

miitkodéséhez, ezt a kérdést a 2.2.2.3.2. fejezet targyalja tovabb.

2.1.5. Az emelkedett glukdzszint hatasai - glukotoxicitas

A glukdéz a szervezet minden sejtje szamara felhasznalhatd, sét bizonyos (pl. az

anaerob anyagcserét folytatd vagy zsirsavakat felvenni nem képes) sejtek szamara
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nélkiilozhetetlen tdpanyag. A taltaplalds — majd késébb az inzulinrezisztencia — kdvetkeztében
megemelkedett vércukorszint, azaz glukéz-talkindlat viszont karositja a sejteket és ez a
glukotoxicitas a metabolikus szindroma, illetve a cukorbetegség patomechanizmusanak fontos
tényezdje. A glukozdomping alapvetéen reduktiv stresszt jelent, hiszen a glukoz oxidativ
lebontasa emeli a [NADH]:[NAD'] aranyt. Ez azonban bizonyos alternativ anyagcsere-
utvonalak felerésitése révén, paradox modon oxidativ stresszhez vezet [59]. E reaktiv oxigén-
intermedier- (ROS-) képzbédést fokozo, menekiiléutak kozé sorolhatdo a poliol utvonal,
melynek soran a glukéz szorbitolon keresztiil frukt6zza alakulhat [60]; a hexdézamin utvonal,
amely a glikolizis fruktdz-6-foszfat intermedierjébdl kiinduld reakcidsorozat, ¢és
aminocukrokat termel [61], valamint a glicerinaldehid-3-foszfat autooxidacidja [62].
Kiemelhetd az a régota ismert jelenség, hogy hiperglikémiaban fokozodik a fehérjeglikacio
[63]. A jelenség felhasznalhatd az atlagos vércukorszint hosszabb idGtartamra visszatekint6
becsléséhez is a glikalt hemoglobin (HbA;.) szazalékos aranyanak meghatarozasaval [64]. A
digliceridek hiperglikémiaban fokozdodo termelése részben mar a lipotoxicitds témakorébe

tartozik, ezért ezt a kovetkezo fejezet targyalja.

2.1.6. Az emelkedett zsirsavszint hatasai - lipotoxicitas, lipoapoptdzis

A taplalékkal felvett lipidekbdl szarmazd zsirsavak zOmiikben észtereikké
(trigliceridek, foszfolipidek, koleszteril-észterek) tjraszintetizalodva ¢és kilomikronba
csomagolva szivodnak fel a bélb6l a nyirok-, majd vérkeringésbe [65]. A plazma
zsirsavtartalma, pontosabban szabad (FFA), mas néven nem észteresitett (NEFA)
zsirsavtartalma a zsirsejtekben tarolt trigliceridek hidrolizisébdl szarmazik. Normalis
koriilmények kozott a zsirsavszint hosszan tartd éhezésben emelkedik, amikor a zsirraktar
mobilizalasat az ilyenkor felszaporodé hormonok (pl. glukagon, adrenalin és kortizol)
stimulaljak, mert a szervezetnek energiaforrasként sziiksége van a zsirsavakra [66]. Ezzel
szemben elhizasban a zsirdep6 tulzott felhalmozodéasa a zsirsavszint tartds (nem az éhezés
idejére korlatozott) €s sziikségtelen (a tapanyaggal ellatott sejtek altal nem igényelt)

emelkedésével jar, aminek kiemelkedd szerepe van az inzulinrezisztencia kialakulasaban [67].

A zsirsavak nem csupan tapanyag molekuldk, hanem jelmolekuldk is. A sejtek
miikddését ezért nem csak aerdb energiaforrasként és minden komplex lipid obligat
épitéelemeként, hanem hormonszertien is befolyasoljadk. A telitetlen zsirsavak ¢és
szarmazékaik tulajdonképpen a peroxiszoma-proliferator altal aktivalt receptorok (PPAR-ek)

endogén ligandjai [68]. Ezeken keresztiil fejtik ki — sejttipusonként és receptortipusonként
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eltéré — fiziologias effektusaikat, amelyek Osszességében a zsirsavfelhasznalas €s -raktarozas
serkentésére, a glukdzfelvétel fokozasara, valamint az inzulin jelatvitelének erdsitésére és a
gyulladasos jelatvitel gatlasara iranyulnak. A PPAR-¢k aktivalasa tehat alapvet6en elényos, a
szabad zsirsavszint €s a vércukorszint csokkenése irdnyaba hat, sot a pozitiv visszacsatolas f6
komponenseit is fékezi. Eppen ezért valtak a szintetikus PPAR-agonistak a diszlipidémia (pl.
fibratok, a PPARa ligandjai) vagy a diabetes mellitus (pl. thiazolidin-dionok, PPARYy
ligandjai) vezet$ gyogyszertipusaiva [68]. Erdemes itt megjegyezni, hogy a szabad zsirsavak
fiziologias stimulusként (mérsékelt koncentracidoban, korlatozott ideig adva) a pankreasz [3-
tapanyagérzékeld funkciojaba illeszkedik [9]. A zsirsavaknak itt sajat sejtfelszini receptorat
(GPR40) is azonositottak [69], amely a foszfolipaz C (PLC) aktivalasa altal er6siti a

citoplazmai Ca*-jelet és igy az inzulinkiiiritést [70].

A zsirsavak, és kiillondsen a telitett zsirsavak, korosan megemelkedett koncentracidoban
viszont eltér6 receptorokhoz kotédve, valamint az anyagceseréjiik dompingszert felgyorsulasa
¢s emiatt részben eltorzuldsa révén dominansan gyulladaskelté és inzulin-deszenzitizalo
aktivitdssal birnak. Ezért az emelkedett szérum-zsirsavszint az elhizdsban kialakulo és
metabolikus betegséggé kulminaléddé ordogi korok egyik kozponti eleme. A szabad
zsirsavszint megemelkedését ugyanis egyrészt a zsirszovet felszaporoddsa, masrészt a
zsirszovetben kialakul6 gyulladas és inzulinrezisztencia okozza; karos hatasai kozott szerepel
ugyanakkor mind a gyulladdsos folyamatok feler6sddése, mind az inzulinrezisztencia
fokozddasa, és magat a talzott zsirraktarozast sem csokkenti. A szabad zsirsavak altal a
kiilonféle sejtekre gyakorolt karos hatdsokat Gsszességében lipotoxicitasnak szokéas nevezni.
Ha az okozott defektus a sejt haldldhoz, jellemzden programozott haldlahoz vezet, akkor

lipoapopt6zisrol beszéliink.

Az utobbi iddszakban egyre tobb bizonyiték tamasztja ald a ,,Toll-like” receptorok
(TLR) lipotoxicitasban betoltott patologias szerepét [71]. Az alapvetéen patogénfelismerd
receptorcsalad bizonyos tagjai (TLR2 és TLR4) telitett zsirsavakkal is stimulalhatok, igy
elhizasban fokozodik a nuklearis faktor-kB (NF-kB) aktivitasa ¢és a gyulladasos mediatorok
(pl. IL-6, IL-1B, TNF-a és monocita kemotaktikus protein-1) termelése. E két TLR
kozremiikodését a PB-sejtek lipotoxicitasa soran kialakuldé milkddészavarokban és
sejtpusztulasban is kimutattak [72]. Magukrol a TLR-ekrél indulo, illetve a gyulladasos
mediatorok altal, sajat receptoraikon beinditott jelatviteli utak sordn olyan kinazok

aktivalodnak, amelyek az IRS szerin-foszforilacigjaval gatoljak az inzulinhatas kialakuldsat.

22



dc_997 15

Ide tartoznak példaul a JNK, a p38 MAP kinaz, valamint az NF-«B aktivalasban
kozremiikodoé inhibitor-kappa-kinazok (1kK-k) [73].

A sejtekbe fehérjemedialt transzporttal [74] bekeriild szabad zsirsavak
metabolizmusanak kotelezden elsd 1épése a koenzim-A-val (KoA) térténd konjugacio. Az
energia- (ATP-) befektetés aran keletkezett acil-KoA jellemzdéen eloxidalodik, és energia-
(ATP-) termelésre hasznalodik fel. Az ATP-termeld lebontds, vagyis a P-oxidacio a
mitokondriumban és részben a peroxiszomaban, majd a citratkér a mitokondriumban zajlo
oxidativ, aerob folyamat. A magas zsirsavszint esetén kialakulo intracellularis acil-KoA-
tulkindlat egyrészt a kapacitdsa hatardig gyorsitja a lebontést, és ezen belill noveli a
lipidek szintézisét, amelyek az adott sejtben nem, vagy csak sokkal kisebb intenzitdssal
termelédnének. Az el6bbi hatas kdvetkezménye a fokozodo oxidativ stressz [75, 76], mig az
utobbié a di- és trigliceridek, valamint a ceramid felgyiilemlése a sejtben [77]. Az oxidativ
stressz  altal  kivaltott JNK-aktivacid6 Onmagaban is IRS-szerin-foszforilaciot és
inzulinrezisztenciat okoz [78]. Ehhez adédik a digliceridek és ceramid hatasara miikodésbe
1ép6 protein-kinaz C-teta (PKC-®), valamint az altala aktivalt JNK és IkK ugyanilyen hatasa
[67, 79]. Maga a triglicerid valészinlileg nem jarul hozza az inzulinrezisztencia
kialakuldasdhoz, ezért — a korabban elterjedt szemlélettdl eltéréen — az ektopias triglicerid-
felhalmozodas (maj-, izom- stb. szteatozis) nagy valoszinliséggel inkabb protektiv

mechanizmusnak, mint a patomechanizmus részének tekintendé [80].

A lipotoxicitds fogalma magédban foglalja a zsirsavak altal kivaltott Osszes
sejtmitkodészavart, amelyek valtozatos kovetkezményekkel jarnak, ¢€s nyilvanvaloan
jelentdsen hozzdjarulnak a helytelen taplalkozés, az elhizéas, a metabolikus szindréma ¢és a
diabétesz szovoédményeihez. A toxicitas szerteagazo elemei koziil itt kiemelendé a
legkiilonbozobb sejttipusokban (féleg majban és izomban) kialakuld inzulinrezisztencia [67],
valamint a hasnyalmirigy p-sejtekben kivaltott miikdészavar, csokkent regeneracios készség
és fokozott sejthalal [81, 82]. Az inzulinrezisztencia — amelyrdl e fejezetben sok sz6 esett — a
zsirsavszint (és a vércukorszint) tovabbi emelkedését is okozza, igy ordogi kort kialakitva
neheziti az anyagcsere-egyensuly kialakuldsat. Az Uj egyensily az inzulinszekrécio
fokozasaval érhetd el, ezért egyre nagyobb terhelés harul a B-sejtekre. Vilagos tehat, hogy a
metabolikus zavar sikeres kompenzalasa vagy végzetes progresszidja szempontjabol a f-
sejtekben érvényesiil lipotoxicitas és lipoapoptozis kulcsfontossagu [82, 83]. Az inzulin irant

érzékenyitd (,,insulin sensitizer”) gydgyszerként mar széles korben alkalmazott metforminrol
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nemrég kimutattak, hogy HepG2 human hepatéoma sejteken és human Langerhans szigeteken

egyarant véd a lipotoxicitas ellen [84, 85].

A (telitett) zsirsavak altal a B-sejtekben okozott miikodési zavar hattere viszonylag
alaposan ismert [81]; ugyanakkor kevéssé egyértelmiien tisztazottak a programozott
sejthalalhoz vezetd ut elemei [82]. Az inzulin-jelatvitel akadalyoztatasa egyben az inzulin-
receptorrol kiinduld és a PKB altal kozvetitett ,,talélési jel” érvényesiilésének is gatat szab. A
PKB ugyanis tobb ponton is gatolja a mitokondridlis apoptdzist (vagyis az apoptozis
,intrinzik” utvonalat). Szubsztratjai kozott szerepelnek példaul a Bcl-2 fehérjecsalad pro- és
antiapoptotikus tagjai (pl. a Bad ¢és a Bax), melyek foszforilacidja végsd soron gatolja a
citokrém c, az Omi, az AIF és egyéb proapoptotikus fehérjék kidramlasat a citoplazmaba. A
PKB emellett a kaszpdz-9 foszforilacidja, valamint szamos szabalyozé fehérje
génexpressziodjanak befolyasolasa révén is anti-apoptotikus hatasu [86]. Nem vitas, hogy az
sziikséges [87, 88]. Az inzulin-receptor azonban nem az egyetlen forrasa a ,,tulélési jel”-nek,
tehat a zsirsavak altal kivaltott inzulinrezisztencia onmagaban nem indokolja a B-sejtek
szdmanak jelent0s csokkenését. A kurrens elméletek leginkdbb a mar kordbban emlitett
ceramid mellett — azzal Gsszefiiggésben — a nitrogén-monoxid, illetve az ebbdl oxidativ
stresszben keletkezé peroxinitrit szerepét valoszintsitik [89]. Az utobbi évek kutatdsai
vilagitottak ra, hogy az ER-stressz és az organellumbdl kiinduld jelatviteli mechanizmusok
szintén lényegi elemét képezik a lipotoxicitds és lipoapoptdzis folyamatainak (lasd 2.2.4.

fejezet).

2.1.7. Fruktoz és diabetes mellitus

Az elhizas és a hozzé kapcsolodo anyagesere-betegségek egyértelmiien dsszefliggenek
a ,,nyugati életmod” terjedésével, ami leegyszeriisitve a tilzott taplalékfelvétel és a kevés
mindségi szempontbol is jelentds valtozason ment/megy keresztiil, €és az elfogyasztott
¢lelmiszerek Osszetétele legalabb akkora kihivast jelent a metabolizmus szdmara, mint a
felesleges energiaforras izommunka nélkiili felhasznaldsa. A mindségi szempont egyik fontos,

és az értekezés szempontjabal is relevans példdja az egyre fokozodo fruktdozfogyasztas.

A gyltimoélcscukor hatszénatomos monoszacharid, az aldohex6z gluk6z ketohexo6z
izomere. A természetes emberi taplalékban is megtalalhatd, de fogyasztasa az utdbbi

évtizedekben rohamosan novekedett, aminek elsésorban az az oka, hogy maga a fruktéz és
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annak glukézzal képzett diszacharidja, a szachar6z élelmiszeripari szempontbdl kivalo és
gazdasdgos édesitOszer. Az 1960-as évektdl szamos élelmiszer, kiillondsen iiditditalok
édesitésére eldszeretettel hasznaljak a magas fruktoztartalmu kukoricaszirupot (HFCS) [90].
A statisztikai adatok pedig egyértelmlien arra utalnak, hogy a gylimdlcscukor ndévekvo
fogyasztasa Osszefiiggésben 4ll az elhizds, a cukorbetegség, valamint egyes sziv- ¢és

érrendszeri betegségek eléfordulasi gyakorisagaval [91].

A fruktéz, a glukoztol eltéréen, Na'-tol fiiggetlen, passziv transzporttal (GLUTS és
GLUT?2 transzporterek kozremiikodésével) szivodik fel a bélbdl a portalis keringésbe, azzal
pedig a majba (GLUT2 segitségével) [92]. A bélhamsejtek és a majsejtek hasonld mdédon
hasznaljak fel e monoszacharidot; ennek megfeleléen elénytelen metabolikus hatésait is
egyarant elszenvedik. A fruktozt elészor a nagy kapacitasu fruktokinaz segitségével fruktoz-
1-foszfatta alakitjak, ez pedig tobb 1épés utan, végiil gliceraldehid-3-foszfat, illetve
dihidroxiaceton-foszfat formajaban csatlakozik a glikolizishez. Ez a lebont6 folyamat tehat
kikeriili a glikolizis kezdeti szakaszat, benne a szabalyozott foszfofruktokinaz 1 enzim altal
katalizalt 1épést is. A fruktoz lebontasa ezért fliggetlen az inzulinhatastol, és nem érvényesiil
benne a sejt energiatoltottségén alapulo, flleg citrat és ATP 4altal kozvetitett negativ
visszacsatolas sem. A fruktoz intenziv és szabalyozatlan lebontasa a glicerin-3-foszfat, az
acetil-KoA és NAD(P)H folyamatos termelddését eredményezi, ami fokozza a majban és a
bélhamsejtekben a lipogenezist [93]. Ez a jelenség hozzajarul a viszceralis zsirszovet
felhalmozddasahoz, a diszlipidémidhoz és az inzulinrezisztencidhoz, vagyis a metabolikus

szindroma ¢és a 2-es tipusu diabétesz kialakulasat segiti eld [91].

A bélfalban és a majban nem metabolizalt, szisztémas keringésben megjelend fruktoz
az extrahepatikus szovetekbe (elsGsorban a zsirszovetbe) keriil, ahol a hexokinaz alternativ
szubsztratjaként kozvetleniil frukt6z-6-foszfatta alakulva kapcsolodik a glikolizishez. A
zsirsejtekben tehat a foszfofruktokinaz 1 altal katalizalt 1épéstdl kezdve szabalyozott a fruktdz
lebontéasa, és nem okoz a fent leirtakhoz hasonld eltolodast a sejt anyagcseréjében. Fontos
azonban megjegyezni, hogy a fruktozfogyasztas a glikolizis kezdeti intermedierjeinek

crer

zsirsejtekben is megemelheti [94].

2.1.8. Exogén antioxidansok és diabetes mellitus

A diabétesz (akar inzulinfliiggd, akar nem) olyan komplex metabolikus zavart jelent,

amelynek részét képezi a fokozott oxidativ terhelés és csokkent antioxidans védekezés is. A
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ROS-felhalmozodas egyrészt fontos kivaltdja a betegség szovéddményeinek (neurolodgiai,
nefrologiai, kardiovaszkularis komplikdciok, latdszavarok stb.), masrészt jelentdsen
hozzajarulhat a 2-es tipusi cukorbetegség progresszidjahoz, amennyiben fokozza a
gyulladasos jelpalydk és stresszkindzok aktivitasat, igy sulyosbitja az inzulinrezisztenciat. A
jelenséget mar régen felismerték, és éppen ezért javallott a kiilonb6z6é antioxidansok fokozott
bevitele cukorbetegségben is [95, 96]. A ROS-befogasra alkalmas exogén vegyiiletek igen
széles repertoarjabol, a diabétesszel vald kiilonleges kapcsolatuk miatt, részletesebben

targyaljuk az aszkorbatot €s a teaflavanolokat.

2.1.8.1. Aszkorbat

A legismertebb ¢és talan legfontosabb exogén, vizoldékony antioxidans, a C-vitamin
(aszkorbat vagy aszkorbinsav) sajatos kapcsolatban van a cukorbetegséggel. A skorbut
(aszkorbathiany) diabetogén hatidsara mar a mult szdzad kozepén — vagyis az aszkorbat
felfedezése utan alig masfél évtizeddel — felfigyeltek. Banerjee és munkatarsai kimutattak,
hogy mesterségesen skorbutizalt tengerimalacok glukoztoleranciaja jelentdsen romlik, és
hasnyalmirigyiik inzulintartalma mintegy nyolcadrészére csokken [97]. Ezzel Gsszhangban,
késobb a skorbutos allatok hasnyalmirigyének Langerhans-szigeteiben kialakuld morfologiai
elvaltozasokat is kimutattak [98]. Késobbi, fejlettebb technikaval végzett mérések is

megerdsitették, hogy a normalis aszkorbatellatottsag elengedhetetlen a hasnyalmirigy [-sejtek

crer

crer

illetve az inzulintermeld sejtek karositasa révén jatszik kozre a cukorbetegség kialakulasaban.
Szintén korai megfigyelés ugyanis, hogy az aszkorbat potencirozza az inzulin hatasat, vagyis
adott dozisu hormon effektusat noveli, és ugyanazt a hatékonysdgot kisebb mennyiségii

hormonnal is elérhet6vé teszi [102, 103].

Az aszkorbinsav Na'-fiiggd, masodlagos aktiv transzporttal, a vitamin oxidalt
szarmazéka, a dehidroaszkorbat pedig GLUT 4altal medialt passziv diffuzioval jut a sejtekbe
[104]. Szamos tanulmany tamasztja ala a hiperglikémia gatlo, illetve (bizonyos sejtekben) az
inzulin stimulal6 hatasat a felvételre [105, 106]. A magas vércukorszint és egyidejii
inzulinrezisztencia altal akadalyozott aszkorbatfelvétel, valamint a fokozott intracellularis
aszkorbatoxidacid egyiittesen magyarazhatja a diabéteszben kialakulé tn. ,,széveti skorbut”-
ot, és ez is indokolja az egészséges szervezet szamara altalaban javasoltnal magasabb C-

vitaminbevitelt cukorbetegségben [107]. A szisztémas vagy a szdvetekben kialakuld
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aszkorbathidny azonban nem csak az antioxidans kapacitds csokkenését jelenti, hiszen az
aszkorbat szerepe ennél szélesebb korii. A szoveti skorbut tobbek kozott az ER miikodését is
megzavarhatja, ami szintén visszahathat az inzulin-jelatvitelre (lasd 2.2. fejezet). Kiilondsen
érdekes ebbdl a szempontbol az a friss tanulmény, amelyben iskolaskora gyermekek
mikronutriens-statuszanak Osszefliggését vizsgaltak az elhizassal és inzulinrezisztenciaval.
Korabbi (felndtteken kapott) eredményekkel [108, 109] 6sszhangban kideriilt ugyanis, hogy
az alacsony aszkorbatszint (szubklinikai skorbut) korrelal az elhizassal (testtomeg-index,

testzsir, hasi zsir, derékkorfogat), a gyulladassal és az inzulinrezisztenciaval [110].

Szamos megfigyelés valoszinlsiti tehat a C-vitamin elhizassal és diabétesszel
szembeni védoé hatasat, de a hattérben rejlé mechanizmusok még nem teljesen tisztazottak,

ezért mindenképpen tovabbi vizsgalatokat érdemelnek.

2.1.8.2. Teaflavanolok

Nehezen magyarazhatd a kiemelt téplalkozasi és ¢életmodbeli rizikofaktorok
kiilonbozdéségével az elhizas, a diabétesz, a kardiovaszkularis betegségek és egyes daganatok
tavol-keleti népeknél megfigyelhetd, viszonylag alacsony incidencidja. Ezt az ,azsiai
paradoxon”-nak nevezett jelenséget sokan a zoldtea rendszeres fogyasztasaval hozzak
kapcsolatba; a tavol-keleti teafogyasztas ugyanis messze felillmtlja az eurdpait és észak-
amerikait [111]. Nem meglepd, hogy a tea ital és az alapjaul szolgal6 tea novény (Camellia
sinensis) biologiailag aktiv Osszetevdi és azok szervezetre gyakorolt hatasai intenziv kutatas
targyat képezik. Mivel a tea bioaktiv molekuldinak koriilbeliil egyharmadat polifenolok, azon
beliil is flavonoidok alkotjak, ezekrdl rendelkeziink a legtobb ismerettel [112].

A tea flavonoidjai foként katekinek, €s a novény levelében, illetve annak fozeteiben
legnagyobb mennyiségben az (-)-epikatekin, az (-)-epikatekin-3-gallat, az (-)-epigallokatekin
¢és az (-)-epigallokatekin-3-gallat (EGCG) fordul el6 [113]. Az emberi taplalkozasban a
katekinek elsddleges forrasa a zoldtea, melynek eldallitasi technologidja megakadalyozza,
hogy a polifenol-oxidaz enzim miikodésbe 1épjen. Az ily modon prezervalt katekinek, a
teaflavanolok az 6sszes flavonoidtartalom kb. 80%-at teszik ki (mig a fekete teakban csupan
20-30%-at). Szamottevd, bar a zoldteanal kisebb mennyiségii katekint tartalmaz a vordsbor, a
kéksz0616, az alma és a csokoladé is [114, 115]. A teaflavanolok kozott kiemelt jelentoségl a
szaritott tea teljes tomegének tobb mint 10%-4t kitevd EGCG. Ezt a hatdéanyagot vizsgaltak a
legkiterjedtebben, ezért rola rendelkeziink a legtobb adattal, és a rendszeres teafogyasztas

jotékony hatasainak tilnyomo részét is neki tulajdonitjak [116]. E16nyds €lettani és biokémiai
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hatdsaival szamtalan tanulmany foglalkozik. A tobbi polifenolhoz hasonldéan hatékony
antioxidans [117], de az in vivo észlelt tumorellenes és antidiabetikus hatasai hatterében az in

vitro vizsgalatok szamos specifikus molekularis mechanizmust is feltartak [118].

Jelen tanulmany szempontjabol legfontosabb az EGCG elhizas, metabolikus
szindroma és 2-es tipust cukorbetegség elleni, sokszorosan alatdmasztott, védé hatasa. A
jelenséget rengeteg human vizsgalat és allatkisérlet tdimasztja ald, és magyardzatara kiilonb6z6
molekularis célpontokat azonositottak [119, 120]. Az EGCG altal az inzulinrezisztencia
kialakulasa és fokozodasa ellen kifejtett hatdas mechanizmusa nem tekinthetd tisztazottnak, és

ebben a vonatkozasban az ER esetleges szerepe kiilondsen érdekes, feltaratlan teriilet.

2.2. Az endoplazmas retikulum és kapcsolata a metabolikus szindromdval

A sejtmaggal rendelkez6 human sejtekben kisebb-nagyobb ER is talalhato, és ebben az
intermedier anyagcsere és a biotranszformacid (a jelmolekuldk —  hormonok,
neurotranszmitterek, neurohormonok — anyagcseréje, illetve méregtelenités) rendkiviil fontos
folyamatai zajlanak. Az utobbi évek kutatasai rohamosan gyarapodd ismeretanyaggal
tdmasztjdk alda az ER megvaltozott miikodésének kiemelt szerepét a rosszindulata
daganatoktdl a neurodegenerativ betegségekig a legtobb human kérképben. Mara kétséget
kizaréan bizonyitottnak tekinthetd, hogy az organellum funkciozavarai a jelen értekezés
fokuszaban 1évé anyagcsere-betegségek kialakuldsaban és progresszidjaban is rendkiviil
fontosak, és a megel6zés vagy gyogyitas igéretes molekularis célpontjait kinaljak. E fejezet
tehat az ER miikodésének kiilonosen a metabolikus szindroma és a diabetes mellitus
szempontjabol relevans vonatkozasait Osszegzi, illetve kiemel néhany taplalkozasi tényezdt,
amely az organellum normalis miikdéséhez sziikséges, vagy éppen annak felborulasahoz

vezethet.

2.2.1. Az endoplazmas retikulum felépitése és luminalis mikrokornyezete

Az ER az endomembran rendszer kozpontjaként és forrdsaként minden eukariota
sejtben jelen van. Mérete az adott sejt tipusatol és aktualis allapotatol fiiggden igen valtozatos
lehet. Vannak olyan sejtek, amelyekben az ER alig kiiloniil el a sejtmagburoktol, de
szekrécios fehérjéket nagy mennyiségben termeld, intenziv lipidanyagcserét és/vagy
biotranszformaciot folytatd sejtekben akar a citoplazma nagy részét kitoltheti. Majsejtekben

példaul az ER membranja a mitokondrialis membranokat leszamitva az 0sszes membrannak
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koriilbeliil 90%-at teszi ki [121]. El6éfordul, hogy az organellum egy specializalt funkcio
ellatdsa érdekében sajatos morfoldgiai tulajdonsagokra tesz szert, amire jo példa a

harantcsikolt izomrostokban talalhat6 szarkoplazmas retikulum.

Az ER, méretétél fiiggetleniil, egyetlen, folytonos membrannal, és — ennek
megfelelden — egyetlen, a citoplazmatol teljesen elkiiloniilt lumennel rendelkezik [122, 123].
A membran alapstruktiraja a biologiai membranokra altalaban jellemz6, integrans és
periférias fehérjéket tartalmazo lipid-kettdsréteg. Osszetétele annyiban sajatsagos, hogy a
plazmamembranhoz ¢és mas intracellularis membranokhoz képest rendkivill magas
fehérje:lipid arany és alacsony koleszterintartalom jellemzi [124]. Az organellum funkci6inak
nagy része a membranhoz €s az abban elhelyezkedd fehérjék aktivitasahoz kotodik, ezért nem
meglepd, hogy az ER membrénja a felszinéhez képest viszonylag csekély térfogati luminalis

kompartmentet fog kozre.

Az organellum két legismertebb része/tipusa, a durva, illetve a sima felszinli ER
morfologiai jegyek alapjan jol megkiilonboztethetd egymastol [125], de a fentieknek
megfeleléen egy egységbe tartoznak, hiszen membranjuk és lumeniik folytonos egymassal.
Ahogy a sima felszinli domén egybeolvad a durva felszintivel, Ggy folytatodik a struktira a
sejtmagburokban, amely igy voltaképpen az ER harmadik f6 részének is tekinthetd. Nem
kérdéses azonban, hogy jellegzetes szerkezeti elemei és a sejtmag funkcidihoz inkabb kdtodo

miikodése miatt e domén a masik kett6t61 hatarozottan elkiiloniil [126].

Az ER, elektronmikroszkopos felvételen szembetiind, durva felszine a jellemzden
lemezes, lamellas alakzatban hajtogatott membran kiilsé (citoplazma fel6li) oldalahoz tapadd
riboszoOmaknak koszonhetd. A riboszomaktél mentes, igy sima felszini ER bonyolult
cs6halodzatot alkotd, tubularis felépitést mutat. E jol definialt morfologiai eltérések kevésbé
egyértelmii funkcionalis kiilonbségekkel jarnak egyiitt. Nyilvanvald, hogy az organellum
egyik kiemelt feladata, a fehérjeszintézis a durva felszini ER-ben zajlik, és joggal
feltételezhetd, hogy az itt polimerizalt peptidlancok érése is elsdsorban e részhez kothetd.
Logikus kovetkeztetés, hogy a sejtszervecske egyéb, a szénhidrat- és lipid-anyagcserével,
illetve biotranszformacioval kapcsolatos feladatai viszont foként a sima felszini ER-re
harulnak. Az organellum fehérjéi — a transzlokon csatorndk (és a hozzajuk kapcsolodo
riboszomak) kivételével — ugyanakkor altalaban egyarant megtaldlhatok a durva és sima
felszinii részekben. A fehérje-szubkompartmentacio ilyetén hianya megkérddjelezi a funkciok

hatarozott elkiiloniilését.
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Az ER finomabb szerkezetének tanulmanyozdsa ravilagitott bizonyos dinamikus
»szubdomének™ 1étezésére is. Az ER kozvetlen kapcsolatot 1étesit a sejt szinte minden
organellumaval, valamint a plazmamembrannal. Az igy kialakult kapcsolddasi régiok sajatos
Osszetétellel és tulajdonsagokkal rendelkeznek, azonban — a sejt valtozo igényeihez valo

folyamatos alkalmazkodas részeként — alland6 atstrukturalodas jellemzi 6ket [127].

Az ER az endomembrin rendszer kiindulépontjaként membranlipid és -fehérje
gyarként ilizemel, valamint sajat metabolikus funkcidinak jelentds része is magaban a
membranban zajlik. Ez magyarazhatja, hogy az organellum membranfelszinéhez viszonyitott
luminalis térfogata rendkiviil alacsony — a koriilzart, belsd tér még kiterjedt ER haldzattal bird
sejtekben is csupan a sejt teljes térfogatanak nagyjabol 10-15%-at adja [121]. A kis bels6
volumen megkonnyiti egy jellegzetes belsd mikrokornyezet kialakitasat és fenntartdsat. Aktiv
transzport ¢és enzimatikus folyamatok, valamint az ER membran barrier funkcidja
kovetkeztében ugyanis az organellum lumenében a citoplazmatél karakterisztikusan eltérd
mili0 jon létre, amelyre jellemzé a viszonylag magas kalcium-, proton- ¢&s

aszkorbat/dehidroaszkorbat-koncentracid, valamint az alacsony [tiol]:[diszulfid] arany.

Az extracellularis tér viszonyaihoz hasonld, a citoplazmaindl mintegy négy
nagysagrenddel magasabb Ca**-koncentrécié a szarko/ER kalcium ATP-az (SERCA) pumpa
aktivitisanak koszonheté. Az igy kialakulo, dinamikus Ca®*-raktar alapveté fontossagl a
jellegzetes citoplazmai kalciumjel Ilétrehozdsa szempontjabdl. Nem elhanyagolhato
kovetkezménye azonban, hogy szamos, az ER lumenében elhelyezkedd és a kiilonleges
kornyezethez adaptalddott fehérje csak mM-os nagysagrendi Ca®*-koncentracio esetén
miikodik megfeleléen. Az Gjonnan szintetizalt fehérjék érésében kozremiikodd chaperonok €s

foldazok zomét példaul nagyfoku kalciumfiiggés jellemzi [128]. Ezzel magyarazhato, hogy a

rrrrr

A fehérjeszekrécios palya organellumaiban jellegzetes pH-gradiens alakul ki, melynek
fontos szerepet tulajdonitanak az érési és célba juttatasi folyamatokban. A szekrécids palyan
az ER-t6] a sejtmembran felé haladva fokozatosan nd a protongradiens, vagyis jellemzden
egyre savasabb a luminalis kornyezet. El sejtekben molekularis pH-szenzorokkal végzett
mérésekkel kimutattak, hogy a lumen savasodasa valoban mar az ER-ben elkezdddik; habar
itt a citoplazmainal még csak néhany tizeddel alacsonyabb, kozel semleges pH detektalhato
[130, 131].
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Az €16 sejtek ER-jében uralkodo aszkorbat/dehidroaszkorbat-koncentraciokrol sajnos
— kozvetlen mérési adatok hidnydban — nem 4ll rendelkezésiinkre adat, de a szekrécios palya
néhany jobban megkozelithetd komponensében magas (mM-os) szinteket észleltek. Kozvetett
bizonyitékok tamasztjak tehat ald az aszkorbat felhalmozodasat az ER-ben és a szekrécios
palya egyéb vezikulumaiban [132-134]. Ez a megfigyelés Osszhangban van az itt talalhato
bizonyos Cu’-tartalmii monooxigendzok (pl. peptidil-glicin o-amidalé monooxigenaz,
dopamin p-hidroxilaz), valamint Fe®*-tartalmu dioxigendzok (pl. peptidil prolil-/lizil-

hidroxilaz) jelent6s aszkorbatfiiggésével [135].

Az aszkorbat feltételezett lumindlis felhalmozodésa a redukalt glutation (GSH) lokalis
hianya kovetkeztében jelentdsen meggyengiilt antioxidans védelem megerdsitése
szempontjabol is eldnyos, illetve sziikséges lehet. A citoplazmitol eltéréen ugyanis az ER
belsejében elhelyezkedé tiol csoportok — akar a fehérjék, akar a glutation ciszteinil-
oldallancanak részét képezik — tilnyomorészt oxidalt allapotban (diszulfidként) vannak jelen.
Nagy mennyiségben talalhato itt fehérje-glutation vegyes diszulfid [136]; a szabad
glutationnak pedig koriilbeliil fele-negyede oxidalt diszulfid (GSSG) [136, 137], mig a sejt
Osszes glutationjara vonatkoztatva a GSSG mennyisége csupan alig tobb mint egy-két
szazalék [137]. Jol szemléltethetd a luminalis tiol redox statusz sajatos volta a glutation redox
potencialjaval is, amelynek szenzorral mért, illetve szamitott értéke -118 és -180 mV, vagyis
lényegesen magasabb a citoplazmai -240 mV-nal [137, 138]. A lumen tehat tioloxidalo
kornyezetnek tekinthetd, ami nélkiilozhetetlen az itt zajlo, oxidativ fehérjeéréshez (lasd
2.2.2.2.2 fejezet), ugyanakkor jelentésen csokkenti az egyik legfontosabb, vizoldékony

antioxidans (a GSH) protektiv miikodéseét.

Az, hogy egy reakcié az ER membranjanak kiilsé (citoplazma feldli) felszinén vagy
belsé (luminalis) oldalan zajlik, tobb egyszerli topologiai kérdésnél. A kiils felszinen
miik6dé enzimek ugyanis minden akadaly nélkiill hozzajutnak a szubsztratjaikhoz, és
kozvetleniil befolyédsoljak dket a citoplazmai kdrnyezet valtozasai. Ezek tehat 1ényegében a
citoplazmahoz tartoznak, az ER membranja csupan vazat szolgaltat szamukra, ahol
funkcionalis komplexeket alkothatnak, és hidrofob fazist, amely sziikséges szubsztratjaik
megkotéséhez és tovabbadasahoz. Azok az enzimek azonban, amelyek a membran belsd
felszinén vagy szabadon a lumenben miikddnek, csak transzportfolyamatok révén tarthatnak
kapcsolatot a sejt tobbi részével. A membranban elhelyezkedd transzporterek szabjak meg,

hogy mely szubsztratokhoz és milyen sebességgel férhetnek hozza, és a transzporterek
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miikodésén mulik, hogy milyen mili6 veszi Oket koriil. Ezek tehat az ER elkiiloniilt

enzimei/enzimrendszerei, melyek az organellumot valodi metabolikus kompartmentté teszik.

Az ER membranjanak korabban emlitett sajatos Osszetételével is Osszefiigghet a
sokszor megfigyelt, kismértékii, altalanos permeabilitas [139]. Azt azonban nem lehet
kijelenteni, hogy a kis molekuldknak szabad atjarasa van a citoplazma és az ER lumene
kozott. Az altalanos permeabilitas kritikaval kezelendd, ugyanis a membrdnon keresztiili
diffuzio sebessége altalaban Iényegesen kisebb, mint a lumenben zajlé enzimatikus reakciokeé,
tehat nem harulhat ra a lokalis enzimek szubsztratellatasa. Szamos bizonyiték tamasztja ala a

specifikus transzporterek sziikségességét €s jelenlétét az ER membranjaban.

A szubsztratok és termékek transzportjanak szerepét jol mutatja a latencia jelensége. A
lumindlis aktiv centrummal rendelkezd enzimek mért aktivitasa fligg az ER membranjanak
épségétdl. Legnagyobb enzimaktivitas akkor mérhetd, ha a membrant permeabilizald dgenssel
(pl. Triton X-100, deoxi-kolat, glicerin stb.) vagy porusképz6é antibiotikummal (alameticin)
atjarhatova tettiik kismolekuldk szamara. A latencia szamszerisitése céljabol rendszerint
megadjuk, hogy ép membran esetén a teljes aktivitds hany szézaléka latens. Ha pl. egy enzim
aktivitdsa permeabilizalas nélkiil csak egy negyede annak, amit permeabilizalds utdn mériink,

akkor a latencia 75%-0s.

A jelenség egyarant megfigyelheté preparalt ER-eredetiic membranvezikulumokban
(mikroszémaban) és az ER-ben in situ [140]. Mértéke enzimenként széles hatarok kozott
valtoz6; vannak olyan luminalis enzimek, amelyek nem mutatnak latenciat, de el6fordul 97-
98%-os latencia is. S6t, van olyan — kevéssé szelektiv — lumindlis enzim, amely az egyik
szubsztratjara nézve kozel 100%-os, mig egy masik szubsztrat vonatkozéasaban alig 40%-0S
latenciat mutat (lasd 2.2.2.4. fejezet). Mindezt legjobban azzal magyarazhatjuk, hogy a
szubsztrat (esetleg termék) transzportja sebességmeghatirozd Iépése az enzimatikus
folyamatnak. Vagyis, ha az enzim szabadon hozzaférhet a szubsztratjdhoz (és szabadon

eltavolithatja a termékét), akkor az enzim nagyobb sebességgel tud miikodni.

2.2.2. Az endoplazmas retikulum legfontosabb funkcioi

A durva és sima felszinli ER szamos sejtbioldgiai és biokémiai folyamatban vesz részt.
Itt talalhato a sejt legjelentdsebb belsd kalciumraktara, amely alapvetd szerepet jatszik a sejt
szabalyozasi mechanizmusaiban [141]. Itt szintetizalodnak és érnek azok a fehérjék, amelyek
funkciojukat ER-ben, a Golgi apparatusban, a lizoszOmaban vagy a plazmamembranban latjak

el, esetleg szekretalddnak a sejtbdl [142]. Ide keriilnek és itt kapcsolodnak a ,,major
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histocompatibility complex” (MHC) fehérjéihez azok a peptidek, amelyeket a sejt mint
antigéneket a felszinen prezental [143]. A szénhidrat-anyagcsere egyik alapvetd folyamatat, a
glukoz szintézisét az ER enzime katalizalja [144], de a glukdz-6-foszfat oxidalodik is ebben
az organellumban, amelynek a lokalis redox homeosztazisban van fontos szerepe [145]. A
lipidanyagcsere tobb enzimrendszere az ER membranjahoz kapcsolodik [146]: itt zajlik a
koleszterin, a foszfolipidek és a trigliceridek szintézisének legtobb 1épése, itt jonnek 1étre a
koleszterin acil-észterei, itt hosszabbodnak meg, illetve kapnak kettds kotéseket a
zsirsavlancok, és itt torténik azon modositasok javarésze, amelyek soran a koleszterin
epesavakka vagy szteroid hormonokka valik. Ez wutobbi folyamatok egyben a
biotranszformaci6é elsé (an. elékészitd) fazisahoz is tartoznak, amelynek legfontosabb
enzimei, a citokrom P450 monooxigenazok az ER membranjanak integrans fehérjéi [147].
Ezek rendkiviil valtozatos endogén ¢és exogén szubsztratok (endobiotikumok, illetve
xenobiotikumok) atalakitasat végzik, melyek koziil a koleszterin csak egy — bar igen fontos —
példa. A biotranszformacio elsé fazisahoz tartoznak a 11p-hidroxiszteroid-dehidrogenaz
izoenzimek is, amelyek a glukokortikoidok oxidoredukciojat, és ezaltal prereceptorialis
aktivalasat vagy inaktivalasat katalizaljak az ER-ben [148]. A biotranszformacié masodik (an.
konjugacios) fazisanak legfontosabb enzimei, az UDP-glukuronozil-transzferazok szintén az
ER integrans membranfehérjéi [149]. Raadasul az ellentétes, dekonjugacios reakciok egy

része is ehhez a kompartmenthez kotodik.

Természetesen az ER nem lenne képes ellatni ezeket a feladatokat anélkiil, hogy a sejt
tobbi kompartmentjével alland6 kapcsolatban 4allna. A kapcsolatok részben abban
nyilvanulnak meg, hogy a luminalis enzimek szubsztratja és termékei szelektiven atjutnak az
ER membranjan, mely folyamatok az enzimaktivitds és szubsztratspecificitas alapvetd
meghatarozoi lehetnek. Azonban ugyanilyen fontos, hogy az ER jelzéseket fogad és jelzéseket
general, vagyis részt vesz a sejt mitkddésének szabalyozdsaban is. Az ER miikodési zavarairol
— az ER-stresszrdl — specialis jelatviteli ttvonalak révén értesiil a sejt (lasd. 2.2.4. fejezet). E
jelzések alapvetden meg tudjdk valtoztatni a génexpresszidt mind transzkripcids, mind
transzlacios szinten; a sejt ugyanis mindent elkévet, hogy az ER létfontossagu funkcioit
fenntartsa. Mi sem bizonyitja ezt jobban, mint az a tény, hogy amennyiben nem sikeriil az
ER-stresszt kivédeni, a helyzetet normalizalni, aktivalodik az apoptotikus kaszkad, és a sejt

megsemmisiil.
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2.2.2.1. Kalciumhomeosztazis

Bar az értekezés téziseihez csak kozvetve Kapcsolodik, kiemelendé az ER funkcioi
koziil a sejtek kalciumhomeosztazisaban, €s ezen keresztiil a kiilsé ingerekre adott sejtszintii
valasz kialakitasaban betoltott szerep. Az ER lumenében, az extracellularis térhez hasonldan,
a citoplazmara jellemz6nél nagyjabol 10000-szer magasabb a kalciumkoncentracio. Ez aktiv
transzportfolyamatnak, a SERCA pumpak folyamatos miikddésének koszonhetd [150]. Nem
csupan az itt tarolt Ca®" mennyisége, hanem elsdsorban annak szabalyozott és gyors
mobilizalhatésaga teszi az ER-t a legfontosabb intracellularis kalciumraktarrd. Az IP3-
receptor Ca®*-csatorndk a legkiilonfélébb sejtek ER membranjaban megtalalhato, és
valtozatos sejtfelszini receptorokbol kiinduld jelatviteli folyamatokban vesznek részt [151]. A
rianodin-receptor Ca**-csatornak (RyR) pedig els6sorban a harantcsikolt és szivizom,

valamint a neuronok intracellularis valaszreakcioinak kialakitasaban fontosak [152].

Az ER-ben tarolt kalcium kiilonboz6 kinetikaval, illetve dinamikaval juthat a
citoplazmaba, és kialakithatja a rovid, tiiskeszeri szignalt vagy a tartos kalciumjelet. Ez
utébbinak a programozott sejthaldl szabdlyozasaban is kiemelt szerep jut, amely egyre
intenzivebb kutatas targya [153, 154]. Amikor a citoplazmaban kalciumszignal alakul ki, azaz
megemelkedik a szabad Ca®* ion koncentracioja, ez egyiitt jar az ellentétes iranyu valtozassal
az ER lumenében, hiszen a kalcium jelentds része innen szarmazik. E tekintetben kiilonosen
fontos, az organellum lumindlis enzimeinek, kiillondsen chaperon és foldaz fehérjéinek
korabban is emlitett kalciumfliggése [128]. A rendszer Osszetettségét és sebezhetségét jol
mutatja, hogy az ER-stressz kalciumkiaramlast okoz [129], a Iluminalis kalciumszint

csokkenése pedig (tovabbi stresszként) rontja az organellum miikodését [155].

2.2.2.2. Fehérjeszintézis és -érés

A riboszomakon szintetizalodo polipeptidek egy része olyan, N-terminalis szignal
szekvencidjat tartalmaz, amely a l1étrejovo fehérjét az ER-be iranyitja. Ilyen esetben, a szignal
megjelenésekor, vagyis a polimerizacio kezdetén egy ,,signal recognition particle” (SRP) nevii
ribonukleoprotein komplex leéllitja a transzlaciot, és hozzakapcsolja a riboszomat az ER
(emiatt durva) felszinéhez. Ezutan a tovabbszintetizalodd fehérje a transzlokon
peptidcsatornan keresztiili kotranszlacids transzporttal az ER lumenébe, illetve membranjaba
keril [156]. A lumenbe keriilt fehérjék és fehérjedomének itt nyerik el nativ

konformaciojukat, és itt torténnek ko-, illetve poszttranszlacios modosulasaik. Végil egy
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résziik itt is marad, tobbségiik azonban vezikularis transzporttal jut rendeltetési helyére, és

utkdzben még tovabbi modosuldsokon mehet keresztiil.

A transzlokon peptidcsatornan a lumenbe jutd fehérjét bizonyos enzimek mar a

szintézis kozben atalakitjak, és a folyamat addig tart, amig a fehérje el nem éri végsd, nativ

crer

e A szignal szekvenciat egy erre specializalt peptidaz hasitja le.

e A polipeptidlancot dajkafehérjék veszik gondjaikba, és elosegitik a helyes hajtogatast.

e Ahol a masodlagos szerkezet ezt megkivanja, a peptidil-prolil cisz-transz-izomeraz

e Egyes fehérjék prolil vagy lizil oldalldncai hidroxildlodnak.

e N¢hany fehérje glutamil oldallancai y-karboxildlodnak.
A sajatos mechanizmust karboxilacio a majsejtek ER-jében zajlo K-vitamin ciklus
részét képezi, és a hemosztazis egyes fehérjéire jellemzo.

e Kialakulnak a lancon beliili, illetve lancok kozotti diszulfid hidak.

e A fehérjékhez oligoszacharid csoport kapcsolddik, igy glikoproteinek jonnek 1étre.

2.2.2.2.1. Az endoplazmads retikulum chaperon, foldadz és lektin fehérjéi

Az intenziv fehérjeszintézis és -érés megkivanja, hogy az ER-ben nagy mennyiségben
jelen legyenek a molekularis chaperonok (dajkafehérjék), illetve a hajtogatast (foldingot)
elésegité fehérjék (foldazok). Ide tartoznak azok a — kovetkez6 fejezetben targyalt — enzimek

is, amelyek a diszulfidhidak kialakitasat és izomerizaciojat katalizaljak.

Az ER szamos klasszikus dajkafehérjét tartalmaz, amilyen a BiP (GRP78) [157], a
GRP94 [158] ¢és a GRP170 [159]. Ezeknek a fehérjéknek ¢és a késébb bemutatott
proteindiszulfid-izomeraznak az expresszidja glukoézéhezésben vagy ER-stresszben (amikor
hibasan hajtogatott fehérjék halmozodnak fel a lumenben) megemelkedik, ami noveli az

organellum fehérjeérlel6 kapacitasat [160].

Az ER két rendhagyé dajkafehérjéje a kalnexin [161] és a kalretikulin [162]. A
kalnexin integrons membranfehérje, amely nagy és kis affinitasi Ca?*-kotShelyekkel
rendelkezik [163]; a kalretikulin pedig hasonlé Ca®*-koté tulajdonsagokkal jellemezhetd,
szabad, luminalis fehérje [164]. Mindkettojiik lektinszer(i tulajdonsaggal bir, azaz képesek
megkdtni a monoglukozilalt-N-glikoproteineket [165] (lasd 2.2.2.2.4. fejezet). Kémiai

keresztkotéses vizsgalatok azt mutatjak, hogy a kalnexin ¢és a kalretikulin egy lazan
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Osszekapcsolt heterogén fehérjehalozat része, amelyben a BiP, a GRP94, és néhany egyéb

ER-fehérje is részt vesz [166].

2.2.2.2.2. A diszulfid hidak kialakuldsa

Az ER lumenében nativ konformdaciojukat elért fehérjék harmadlagos és negyedleges
szerkezetét rendszerint diszulfid hidak stabilizaljak [167, 168]. Az értekezés szempontjabol
kiilon kiemelendd, hogy az érett, human inzulin is harom diszulfid hidat tartalmaz, melyek
koziil kettd a két peptidlancot koti 6ssze [169]. A diszulfid kotés a ciszteinil oldallancok tiol
csoportjainak oxidacidjaval keletkezik, ami két hidrogénatom elvonasat jelenti. A nativ
fehérje tioljait a tiol-diszulfid-oxidoreduktazok diszulfidjai oxidaljak; a folyamatot tiol-
diszulfid-kicserélodésnek nevezziik (1. A abra). A folyamat soran minden esetben
kimutathatd az atmenetileg jelen 1évé kevert diszulfid a két molekula kozott, majd
végeredményként az eredetileg oxidalt allapotban 1évd tiol csoportok redukaldédnak, a
redukaltak pedig oxidalédnak. Ez a kicserélddési reakcio a két résztvevd fehérje redox
allapotatol fiiggéen eredményezheti a nativ fehérje tioljainak oxidaciojat, rossz helyen
képz6dott diszulfidjainak redukcidjat vagy atrendezédését (izomerizacidjat) (1. B abra). A
szubsztratfehérjékkel kozvetleniil érintkez6 tiol-diszulfid-oxidoreduktazok a tioredoxin
fehérjecsalad tagjai. A benniik taldlhatdé k6zds motivumot (,.,thioredoxin fold”) eldszor az E.

a tiol-diszulfid-kicseré¢l6dés torténik [170].

A prokariotakban a nativ fehérjék diszulfid kotéseit a periplazmaban talalhato DsbA
(,,disulfide bond A”) nevi tiol-diszulfid-oxidoreduktaz alakitja ki [171, 172]. A DsbA tioljait
a bels6 membranban elhelyezkedd DsbB enzim oxidélja, amely az elektronokat két iton tudja
tovabbitani: aerob koriilmények kozott ubikinon részvételével molekuldris oxigénre, illetve
anaerob viszonyok esetén menakinon kozremiikodésével kiilonbozo oxidalt vegyliletekre, pl.
nitratra vagy fumaratra. A rossz helyen kialakult diszulfid hidak redukciojat, illetve a
diszulfidizomerizaciot szintén tiol-diszulfid-oxidoreduktaz enzimek Kkatalizaljak. A nativ
fehérjékkel kozvetleniil reagaldé DsbC tiol csoportjainak redukalt allapotdit a membranban
elhelyezkedé DsbD tartja fenn. Ez az elektronokat a citoplazma feldl tioredoxintol kapja,

amelyet a tioredoxin reduktdz redukdl NADPH felhasznéldsaval.
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1. abra Tiol-diszulfid-kicserélodés
A: A nativ fehérje (fekete) tioljait egy tioredoxinszer fehérje (sziirke) diszulfidja oxidalja. A
folyamat intermedierjeként kialakul a két fehérje vegyes diszulfidja.
B: A két résztvevo fehérje redox allapotatdl fiiggden a tiol-diszulfid-kicserélédés

cyey

redukciojat vagy atrendezddését (izomerizacidjat).

Az eukariota sejtek ER-jében zajlo  diszulfidképzés és  -izomerizacid
mechanizmusanak egyes elemei szintén ismertek. A folyamat, és az azonositott fehérjék sok
hasonlosagot mutatnak a prokariota periplazmaban leirtakkal. A proteindiszulfid-izomeraz
(PDI), amely kozvetlentil reagal a nativ fehérjékkel, nélkiilzhetetlen eleme a tioloxidacionak,
a diszulfidredukcionak és a diszulfidizomerizacionak egyarant (1. B abra). Azonositottak
harom tiol-oxidaz flavoproteint (Erol: ,,endoplasmic reticulum oxidoreductase 17, Erv2:
,»essential for respiration and vegetative growth 2” és QSOX: ,,quiescin sulthydryl oxidase”) —
kozilik ketté (Erol és QSOX) emberben is megtalalhaté —, amelyek részt vesznek a nativ
fehérje vagy a PDI tioljainak oxidacidjaban, és az elektronokat — kozvetve vagy kozvetleniil —

végiil oxigénre juttatva hidrogén-peroxid keletkezését eredményezik (2. abra).
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2. abra Diszulfidképzodés tobbsejtii, eukariota szervezetekben
A A nativ fehérje tioljair6l flavoproteinek (Erol vagy QSOX) altal katalizalt reakcid soran
kertil két elektron (hidrogén) az oxigénmolekuldra. A reakcioban a PDI kozvetitd szerepet
jatszik. Feltételezhetd, hogy a fehérjetiolok més uton is oxidalodhatnak.

B: A tiol-oxidaz flavoproteinek (Erol, Erv2 és QSOX) altal katalizalt reakcio. Erv2 és QSOX
esetében kozvetleniil, Erol esetében még nem tisztdzott modon keriilnek az elektronok az
oxigénre
Erol: ,,endoplasmic reticulum oxidoreductase 1”’; Erv2: ,,essential for respiration and
vegetative growth 2”’; PDI: proteindiszulfid-izomeraz; QSOX: ,,quiescin sulfhydryl oxidase”.

A PDI negyven évvel ezeldtti izolalasa vilagitott rd, hogy a fehérjékben talalhato
ciszteinil-diszulfidok létrejotte enzimatikus folyamat [173, 174]. Ez az enzim képes
katalizdlni a tiolok oxidacigjat (diszulfidképzddés), a  diszulfidok redukciojat
(diszulfidhasitas), valamint atrendezddését (diszulfidizomerizacid); s6t még chaperon
funkcioval is bir. A PDI alapvetd szerepét nyilvanvalova teszi, hogy az egyik legnagyobb
mennyiségben eléforduld enzim az emlds €s €lesztd sejtek ER-jének lumenében; a sejt teljes
fehérjetartalmanak mintegy 0,8 %-at teszi ki [175]. Funkcidja nélkiilézhetetlen, igy nem
véletlen, hogy fajspecifikus valtozatai nagyfoku konzervativitast mutatnak [176]. Az 55 kDa-
os fehérje C-terminalis része egy tipusos ,,ER-ben tart6” szignal szekvenciat hordoz. A PDI a
tioredoxin szupercsaldd tagja; az aktiv enzim 6t doménjébdl négy tun. ,tioredoxinszerii
domén”. Az ER lumenében kimutattak mas hasonld szerkezetii fehérjéket is, pl. ERp72 [177],
P5 [178], ERp57 (vagy ERp61) [179] stb., melyeknek feltehetéleg szintén szerepiik van a

diszulfid hidak képzddésében és izomerizacidjaban.
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Miutan a PDI atvette az érlelddd fehérje két ciszteinil oldallancanak egy-egy
elektronjat, ezeket tovabbitania is kell az oxigén felé. A diszulfidképzddéshez kapcsolddo
elektrontranszfer lanc PDI utan kovetkezd lancszeme fiziologids korilmények kozott
leginkabb az Erol fehérje [180], melyet elészor élesztében azonositottak [181, 182]. Az Erol-
hianyos mutansok ER-jében felhalmozdodnak a nem kelléen oxidalt fehérjék, ami hasonlit a
vad tipust sejtek redukaloszeres (ditio-treitol: DTT) kezeléssel kivalthatd foldingzavaradhoz.
Raadasul a mutans sejtek miikodése és ¢letképessége helyreallithato tioloxidalo-szer (diamid)
hozzaadasaval. Mindez jol mutatja, hogy az Erol legfontosabb szerepe az ER-ben 1évé

oxidativ kornyezet fenntartasa.

Szemben az emlds sejtekkel, élesztdben az Erol nélkiilozhetetlen a fehérjeéréshez és a
sejt életben maraddsdhoz. Az Erol-deficiens sejtek életképességét a PDI taltermeltetése nem
allitja helyre [182], mert a két fehérje kozott funkcionalis kapesolat all fenn, amennyiben a
PDI elektronjait az Erol veszi at, igy biztositva a PDI diszulfidképzddéshez sziikséges oxidalt
allapotat [183]. Egérben és emberben egyarant két Erol-paralog talalhato [184, 185]. Az
Erolf a hasnyalmirigy PB-sejtjeinek ER-jében segiti a proinzulin érését [186], és egyéb
sejtekben — ahol az Erola allanddan jelen van — csak ER-stressz esetén termelddik, ami altal
jelentésen noveli az organellum oxidativ foldingkapacitasat [185]. Az Erol
kozremiikodésével a nativ fehérje tioljairdl szdrmazo elektronok végiil az oxigénhez mint
végso akceptorhoz jutnak. Az enzim két FAD-ko6t6helye koziil, az egyik kovalensen, a masik
gyenge kolcsonhatasok révén koti a koenzimet, igy a szabad FAD-nak is fontos szerepe van

az elektrontranszfer lebonyolitasaban [187, 188].

Az a megfigyelés, hogy a hibasan feltekeredett fehérjék altal kivaltott ER-stressz
fokozza az Erol gén expresszidjat [189], Gsszhangban van azzal az elvvel, hogy az ER-
stresszvalasz egyik legfontosabb feladata a fehérjefolding helyreallitasa. Fontos azonban
megjegyezni, hogy az Erola-Erolp kettds mutans egér fenotipusa alig tér el a csak Erolp-
deficiensétdl, és mindkét esetben elegendd marad az oxidativ fehérjeérés kapacitdsa, ami
egyértelmiien bizonyitja valamilyen alternativ / helyettesitd utvonal(ak) létezését az emlds
sejtekben [186]. Az emlitett (és lejjebb részletezett) QSOX fehérjék mellett ilyen a
peroxiredoxin IV és a glutation-peroxidaz 7/8 aktivitasa, amelyek H,0,-t tudnak a PDI
elektronjaival redukalni, illetve bizonyos megfigyelések a K-vitamin ciklus egyik enzime, a

K-vitamin-epoxid-reduktaz ilyetén szerepét is alatamasztjak [190].

Elesztében, ahol az Erol miikodése esszencilis, azonositottak még egy olyan fehérjét,

amely a PDI tioljait képes oxidalt allapotban tartani [191, 192]. Az Erv2-nek nevezett fehérje
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tultermeltetése kivédi az Erol-deficiencia okozta fehérjeérési zavart, és fenntartja a sejtek
¢letképességét. Az Erv2 eltavolithaté (nem kovalensen kotott) FAD-ot tartalmaz. A tiolok
oxidaciéja FADH, termel6désével jar, amit molekularis oxigén alakit vissza FAD-da. Ugy
tinik azonban, hogy ennek az utvonalnak normalis koriilmények kozott elhanyagolhato
szerepe van, mivel az ERV2 gén delécidja nem okoz karosodast a fehérjediszulfidok

kialakulasdban. Az Erv2 homologjat emlds sejtekben még nem sikeriilt kimutatni.

Kiilonb6z6 fajokban azonositottak egy enzimcsalddot, melynek tagjai az Erol-t6l és
Erv2-tdl eltérdéen, kozvetleniil (PDI kozbeiktatasa nélkiil) oxidaljak a tiol csoportokat
diszulfidda, mikdzben molekularis oxigénbdl hidrogén-peroxid keletkezik. A QSOX enzimek,
melyek koziil ketté (QSOX1 és QSOX2) talalhato emberben, FAD-k&tohellyel és tioredoxin
doménnel rendelkeznek [193]. Kis ¢és nagy ,splice”-variansaik kozill az utdbbi
transzmembran hélixet is tartalmaz, amely biologiai membrdnokhoz horgonyozhatja a
fehérjét. Legnagyobb mennyiségben olyan sejtekben vannak jelen, amelyek intenziv
fehérjeszekréciot folytatnak. Mivel a QSOX enzimek jelenlétét sikeriilt az ER-ben is
kimutatni, szerepiikk az oxidativ fehérjehajtogatisban feltételezhetd, bar erre kozvetlen

bizonyitékok még nincsenek [194].

2.2.2.2.3. Prolil- és lizilhidroxilacio

A prolil- és lizilhidroxilaciot katalizald enzimek dioxigenazok, melyek szubsztratként
a polipeptid mellett a-ketoglutaratot és oxigént, kofaktorként pedig aszkorbatot igényelnek.
Az oxigén molekula egyik atomja a prolil vagy lizil oldallancba, a masik az a-ketoglutaratba
épiil be, és ez utobbi ennek hatasara szukcinattd dekarboxilalodik. Az ilyen tipusu enzimek
koziil legalaposabban a prolil-4-hidroxilazt jellemezték [195]. Az ER Iumenében
elhelyezkedd enzim a proteindiszulfid-izomerazzal egylitt alkot tetramer szerkezetli
komplexet [195, 196]. Az enzim aktiv centrumaban 1év6 ferro ion hajlamos ferri ionna
oxidalodni, ami inaktivaldodasahoz vezet, ezért a maximalis aktivitashoz antioxidansra van

szlikség. Ezt a szerepet t6lti be fizioldgias koriilmények kozott az aszkorbat [197, 198].

Mindez Osszhangban van azzal a ténnyel, hogy C-vitamin (aszkorbat) hidnyaban a
kollagén szintézise jellegzetesen az elégtelen prolil- és lizilhidroxil4cio miatt karosodik, ami a

skorbut néhany tiinetét meg is magyarazza.

2.2.2.2.4. Fehérjeglikozildacioé és minéségellenérzés

Az ER-ben szintetizalodo fehérjék nagy része kovalensen kotott oligoszacharid

lancokkal 1is kiegésziil. A folyamat alapvetd tulajdonsdgait mar az 1980-as években ismerték
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[199], de valddi jelentGségére, a mindségellendrzésben betdltott szerepére csak az elmult két

évtizedben deriilt fény.

A 9-14 monoszacharid alegységbdl all6 terjedelmes és erdsen hidrofil jellegii struktira
jellemzé modon N-glikozidos kotéssel kapcsolddik a polipeptid Kkitiintetett aszparaginil
oldallancainak amid csoportjahoz. Ez egyrészt segit a hajtogatodo fehérjét oldatban tartani,
masrészt befolyasolja a nativ konforméciot azaltal, hogy az aszparagin kozelében 1évo
aminosav-oldallancokat a glikoprotein-viz  hatarfeliiletre  kényszeriti. Raadasul az
oligoszacharid lanc meghatarozza a nativ fehérjének az ER lektinjeihez valo kotédését, ami

tovabb javitja a hajtogatas hatékonysagat, és lehetové teszi a fehérjék mindségellendrzését.

Az N-glikozilacio soran elészor egy GlcsMangGICNAC, osszetétell elsdédleges glikan
[200] helyezédik at a lumenbe keriilé nativ fehérjére [201], amelyrdl a harom glukoz egység
az ¢érés soran lehasad. Az oligoszacharid lanc 4talakitdsa a transzfer utdn azonnal
megkezdbdik. A periférias glukdzt a membranhoz kotott glukozidaz I tavolitja el [199], majd
a két maradék glukozt a luminalis glukozidaz II hasitja le [202-204]. A tovabbiakban
kiilonb6z6 mannozidazok kézremiikodésével néhany mannoz is lehasadhat a fehérjérdl [205].
Az emlitett reakciokon kiviil az ER-ben mar csupan egy reakcio torténik az N-glikoproteinek
oligoszacharid lancaval, mégpedig az atmeneti reglukozilacio az UDP-Glc:glikoprotein
glukozil-transzferaz (UGGT) kozremiikodésével [206]. Az N-glikoproteinek glikan csoportja
tovabbi — itt nem részletezendd — valtozdsokon megy keresztiil a Golgi apparatusban, ahol

Ujabb mannozidazok és N-acetil-glukdzaminil-transzferazok talalhatok [207].

Az ER-ben 0Gsszetett rendszer ligyel arra, hogy az Gjonnan szintetizalt fehérjék ne
haladhassanak tovabb végsé rendeltetési helylikre, amig el nem nyerték nativ
konformaciojukat. Az els6dleges mindségellendrzés arulkodd tulajdonsagaik — mint a
hozzaférhetd hidrofob szakaszok, a szabad cisztein tiolok vagy az aggregacids tendencia —
alapjan ismeri fel az éretlen polipeptidlancokat. A Hsp70 csalad ER-ben miik6dé tagja, a BiP
(GRP78) ,,co-chaperon”-ok (,,Dnal-like protein” és a ,,GRPE-like protein”) segitségével
megkoti €s visszatartja az ilyen fehérjéket, amivel 1d6t és segitséget ad nekik a konformacio
kijavitasahoz [208]. A BiP dajkafehérje altalanos mindségellendrzé funkcioja mellett szamos

egyéb protein is részt vesz az ER fehérjeérési folyamatainak kontrolljaban.
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Vezikularis

Citoszol transzport

Eretlen
fehérje
@ GIcNAc
Proteaszomalis lebontds @ Mannoz Erett
< Glukoz

fehérje

3. abra Minoségellenorzés az endoplazmas retikulumban
Az érett fehérjékrdl a glukozidaz II lehasitja az utolso glukoz egységet, az éretlenekre az
UDP-glukoz:glikoprotein glukoziltranszferaz visszahelyezi. A monoglukozilalt éretlen
fehérjéket a kalretikulin vagy kalnexin koti, a deglukozilalt érett fehérjék tovabbhaladhatnak a
szekrécios palyan. A kijavithatatlan fehérjék a citoplazmaban ubikvitinalddnak és
lebomlanak.

CNX: kalnexin; CRT: kalretikulin; ER: endoplazmas retikulum; ERAD: ,,endoplasmic
reticulum-associated protein degradation”; GI: glukozidaz I; GII: glukozidaz II; OST:
oligoszacharil-transzferaz; SERCA: szarko/endoplazmas retikulum kalcium-ATP-az; UGGT:
UDP-glukoz:glikoprotein-glukoziltranszferaz; (A Sec61, Derlin és E3Ubl transzlokacids,
illetve retro-transzlokacios peptidcsatornak).

Az egyik legjobban feltart és részleteiben ismert elsddleges mindségellendrzo
rendszer, melynek legfontosabb szerepléi a glukozidaz 11, az UGGT, valamint a kalnexin és a
kalretikulin, kozvetlen 6sszefliggésben all az N-glikozilacioval [209]. Az UGGT felismeri és
glukoziladlja a hibasan hajtogatott fehérjéket, vagyis aktivitdsa kovetkeztében az ilyen
visszatartando és korrigalando fehérjék mint monoglukozilalt glikoproteinek meg vannak
jelolve a lumenben. Az ER két lektinje, a kalnexin és a kalretikulin éppen az ilyen fehérjék
oligoszacharid lancéara specifikus, ezért az éretlen fehérjéket megkoti. A kotés egyrészt

megakadalyozza a fehérje célba juttatasat, masrészt a lektinek dajkafehérjeként segitik a
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hajtogatést, harmadrészt a komplexhez tarsulo ERp57 igyekszik a megfeleld diszulfid hidakat
kialakitani. A glukozidaz Il azonban iddvel megfosztja a fehérjét a jelzéstdl, vagyis a ciklus

crer

bdl is, ha nem, akkor ujra glukozilalodik, és a lektinek megint prébalkozhatnak a kijavitasaval

(3. abra) [210].

Természetesen el6fordul, hogy a fehérje hosszii probalkozas ellenére sem képes
helyesen hajtogatodni, és a sejtnek, illetve az ER-nek le kell mondania rola. Az ilyen
reménytelen fehérjéket az a-1,2-mannozidaz I enzim megfosztja az egyik periférids mannoz
egységiiktél, ami kitériti Oket a glukozilacids-deglukozilacios ciklustol, mert megndveli
affinitasukat az EDEM (,,endoplasmic reticulum degradation-enhancing 1,2-mannosidase-like
protein”) nevii lektinhez. A kalnexinhez és EDEM-hez egyarant tartosan kot6dé hibas
fehérjék retrograd transzlokacioval — feltehetdleg a transzlokon csatornan keresztiil —
visszajutnak a citoplazmaba (3. abra). Ezeket a kifelé jovo fehérjéket azonban rogton
ubikvitinalja az ER kiilsé felszinén talalhaté ubikvitin-ligaz, igy hamarosan a proteaszéma
aldozatava esnek és lebomlanak [211]. A folyamat, melyet Osszefoglaloban ERAD-nak
(,,endoplasmic reticulum-associated protein degradation) neveznek, nagyon fontos szerepet

SN

felhalmozddasat a lumenben.

2.2.2.3. Biotranszformacio

A szervezetbe 4llanddan bekeriilnek (xenobiotikumok), illetve a szervezetben
folyamatosan keletkeznek (endobiotikumok) olyan vegyiiletek, amelyeket a sejtek nem
képesek az intermedier anyagcserében lebontani. Kozottikk szamos olyan anyag van, amely
hidroféb jellege miatt nehezen tavolithatd el a szervezetbdl, ezért atalakitas nélkiil
felszaporodna, és nem kivanatos — vagy nem kivanatos mértékii — bioldgiai hatast (toxicitas)
fejtene ki. Az endobiotikumok kozott talan legfontosabbak a koleszterin, kiilonbzo
hormonok (pl. szteroid, tiroid, eikozanoid) és a hem, illetve annak porfirin vaza. A
xenobiotikumok egy része természetes eredetli, az elfogyasztott — elsésorban novényi —
taplalék normalis alkotdja, és az adott szervezetben szabélyozott bioldgiai funkcioval bir(t).
Napjainkban azonban fokozodik azon xenobiotikumok bejutdsa a szervezetbe, amelyek a
civilizaci6 akart vagy akaratlan termékei; ilyenek a gyogyszerek, tartositoszerek, szinezékek,
aromak, novényvédd vegyszerek, kornyezetszennyezé anyagok stb. Toxicitasuk rendkiviil
valtozatos, de sejtbioldgiai €s orvosi szempontbol legfontosabb a gyakran eléfordulo

mutagén, karcinogén, illetve teratogén hatas.
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A Dbiotranszformaci6 azon folyamatok Osszessége, amelyek az endo- ¢és
xenobiotikumokat 4talakitjak, illetve a szervezetbdl kiiiritik. E reakciok leginkabb a
majsejtekben zajlanak, de a biotikumok be- és visszajutasi kapui (a tiid6, a bél és a vese
sejtjei) szintén jelent6s mértékben részt vesznek a biotranszformacioban. A folyamatnak
rendszerint harom fazisat szokas megkiilonboztetni, amelyeken tipikus esetben végigmegy a
vegyiilet, bar egyes fazisok gyakran kimaradhatnak. Az elsé (elokészitd) fazisban a
vegylileten olyan funkcids csoport (féleg alkoholos vagy fenolos hidroxil, karboxil, amino
vagy tiol) alakul ki, amelyhez a kovetkezd fazisban egy csoportot hozza lehet kapcsolni. A
masodik (konjugacios) fazisban endogén vegyiiletek, illetve csoportok kovalensen
kapcsolodnak az el6készitett — vagy erre eleve alkalmas — biotikumhoz. A harmadik
(eliminacids) fazis soran a konjugélt végtermék rendszerint aktiv transzport segitségével

tavozik a sejtbdl, majd foként a széklettel és vizelettel a szervezetbdl.

A ,ligandmetabolizmus” elmélet [212] szerint a biotranszformacié alapvet6 bioldgiai
funkcidja a ligandok létrehozésa, aktivalasa, majd inaktivalasa és kiiiritése. Az elsd fazis
szabalyoz6 molekuldkat, receptorok ligandjait hozza Iétre, amelyek hormonként,
neurotranszmitterként vagy neurohormonként fejtik ki hatasukat. Koleszterinbdl példaul
monooxigenalasok és dehidrogenalasok révén keletkeznek a kiilonboz6 szteroid hormonok.
Az els6 fazisban vannak olyan kétiranyu atalakitasok is, amelyek ide-oda végbemenve
lényegében ki-bekapcsoljak a hormon altal kozvetitett jelet (lasd a 11B-hidroxiszteroid-
dehidrogenaz rendszer esetében). A madasodik fazis pedig ezeket a bioldgiailag aktiv
vegylileteket inaktivva és kilirithetové teszi. A szteroid hormonok hatéstalanitasa példaul
szulfatalds, illetve glutationnal vagy glukuronsavval vald konjugacid révén torténik. A
biotranszformécios enzimekre jellemzd korlatozott specificitas, azaz a szubsztratok széles
kore teszi lehetdvé, hogy a xenobiotikumokat is atalakitsak. Ilyen idegen molekuldk azonban
gyakran modositas nélkiil is aktivak (toxikusak), és az elsd fazis hol csokkenti, hol ndveli ezt
az aktivitast. A flistben, katranyban talalhatd benzo[a]pirén példaul monooxigenalasok révén
valik mutagén, karcinogén epoxidda. A masodik fazis terméke viszont altalaban inaktiv (nem
toxikus) konjugatum, fiiggetleniil attol, hogy endogén vagy exogén eredetli. Jelen értekezés
nem foglalkozik az ER-ben zajlé konjugaciés (glukuronidacio [213]) és dekonjugacios
(glukuronid- [214] és szulfat- [215] hidrolizis) reakciokkal, ezért itt csupan a

biotranszformacio elsé fazisahoz tartozo (redox) reakciokat targyaljuk.

A konjugaciora alkalmas funkcios csoportok kialakitasa vagy felszabaditdsa mono-,

dioxigenalas, oxidacio, redukcid, valamint hidrolizis segitségével torténik. Ennek megfeleléen
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az elokészitd fazis enzimei mono- ¢és dioxigendzok, oxidazok, dehidrogenédzok, illetve
hidrolazok. Az ER két enzimrendszere, a citokrom P450 rendszer és a 11B-hidroxiszteroid-

dehidrogenaz (11BHSD) rendszer az elékészité fazis fontos reakcioit katalizalja.

2.2.2.3.1. A citokrom P450 enzimrendszer

A citokrom P450 monooxigenazok, az elsé fazis mennyiségileg legjelentdsebb
reakcidjat katalizaldé enzimek. A szdmos azonositott P450-izoenzimet szekvenciahomoldgia
alapjan csaladokba ¢és alcsaladokba soroljak [216]. Az izoenzimeket elészor az ER-ben
mutattak ki, de késobb kideriilt, hogy a szteroid hormonokat termelé endokrin sejtek, sét a
maj és a vese sejtjei mitokondriumanak membranjaban is eléfordulnak. A mitokondridlis
izoenzimek a szteroid hormonok (endokrin sejtek) és az epesavak (mdjsejtek) szintézisében,
illetve a D-vitaminok aktiv hormonna alakitasaban jatszanak kulcsszerepet [217]. Nagyfoku

szubsztratspecificitasuk  miatt  vitatott, hogy részt vesznek-e exogén vegyiiletek

crer

A mikroszomalis citokrom P450 izoenzimek az ER integrans membranfehérjéi; aktiv
centrumuk a kiils6 (citoplazma fel6li) felszinen helyezkedik el [218]. A membran jelentdsen
megkonnyiti a hidrofob szubsztratok elérését; rdadasul kitlind matrixként is szolgal egy Un.
mikroszomalis elektrontranszfer-lanc fehérje komponensei szdmara. A citoplazméban
termel6dé6 NADPH két elektront ad 4 a membranhoz kotott citokrom-reduktaz FAD
csoportjanak, ezek tovabbadddnak az enzim FMN csoportjara, majd onnan két 1épésben —
esetleg még egy citokrom (citokrom b5) kozbeiktatasaval [219] — a citokrom P450 hem
csoportjara [220]. A két elektron segitségével egy oxigén molekula egyik atomja vizzé
redukalodik, mikézben masik atomja beépiil a szubsztrat biotikumba. Bar a monooxigenalas
valtozatos szerkezeti modosulasokat (koztik dealkilalast és  epoxidkeletkezést is)
eredményezhet, leggyakrabban hidroxil csoport kialakulasaként manifesztalodik [216], ezért a

citokrom P450 enzimeket hidroxildzoknak is szoktak nevezni.

2.2.2.3.2. A 118-hidroxiszteroid-dehidrogendz izoenzimek

A glukokortikoid hormon kortizol (11p-hidroxi-szteroid) és a prohormon kortizon (11-
oxo-szteroid) egymasba alakitasat a periférias szovetekben két — egymastol jelentdsen eltérd —
dehidrogenaz katalizalja (4. abra). A 2-es tipust izoenzim (11HSD?2) leginkabb a vesében, a
bélhamsejtekben, a nyalmirigyekben és a placentdban fejezédik ki. Az ER membranjanak
citoplazmai felszinén talalhato, és NAD(H)-ra specifikus [148]. Az aerdéb metabolizmusu

sejtek citoplazmai redox allapotainak megfeleléen NAD" koenzim felhasznalasaval oxidalja a
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kortizolt kortizonna, vagyis a hormon inaktivaciojat katalizalja. Prereceptorialis
ligandspecificitast biztositd szerepe a mineralokortikoid-célszovetekben kulcsfontossagua. Itt
ugyanis inaktivalni kell a kortizolt, hogy a nem-szelektiv mineralokortikoid receptorokhoz

kotve ne valthasson ki aldoszteronszer(i hatasokat [221].

Az 1-es tipusu izoenzim (11BHSD1) azonban a glukokortikoid-célszervekben, azaz a
majban, a vazizomzatban, valamint a zsirszovetben van jelen. Szubcellularis lokalizacidja és
kofaktorigénye is eltér a 11BHSD2-¢tél, ugyanis aktiv centruma az ER lumenben helyezkedik
el [222], és NADP(H)-t hasznal koenzimként [223]. Ez altalaban azt eredményezi, hogy a
11BHSD1 — megintcsak a 2-es tipust izoenzimtdl eltéréen — a kortizol lokalis termelddését
katalizalja [221, 223], ami aldl kivételnek tiinik a bor alatti (de nem a viszceralis) zsirszovet,
mert itt a kortizol 11BHSDI1 altal katalizalt oxidaciojat irtak le in vivo [224]. A 11BHSD1 mas
biotranszformacios enzimekhez hasonldoan exogén szubsztratokat is redukal [225, 226].
Jelentéséget tulajdonitanak tovabba annak is, hogy az enzim redukalja a koleszterin egyik 6
oxidacios termékét, a 7-keto-koleszterint, amely nagy mennyiségben talalhatdé az

ateroszklerotikus plakkokban [227].

Kortizol

Kortizon

4. abra A kortizol prereceptoridlis metabolizmusa
A mineralokortikoid-célsejtekben NAD"-fiiggd kortizoloxidacio zajlik, amit a 2-es tipust
11B-hidroxiszteroid-dehidrogenaz (11BHSD?2) katalizal. Az elhizas és diabétesz
szempontjabol kiilondsen fontos, glukokortikoid-célsejtekben azonban az 1-es tipust
izoenzim (11BHSD1) mikodik, és jellemzdéen kortizolt termel, amihez NADPH-t hasznal
redukal6 forrasként.
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Az oxoszteroid (kortizon):hidroxiszteroid (kortizol) és NAD(P):NAD(P)H redox
parok kozotti elektrontranszfer In vitro egyensulyra vezetd reverzibilis reakcid. A két
izoenzim azonban — a fentiek szerint — jellemzdéen két, egymassal ellentétes iranyban zajlo
folyamatot katalizal, ami csak az eltér6é redox viszonyokkal magyarazhato (4. abra). A 2-es
tipusu izoenzim esetében oxoszteroidok és a NADH keletkeznek, mig az 1-es tipusu izoenzim
a hidroxiszteroidok és NADP" keletkezését medialja. A 11BHSD1 legfontosabb fizioldgias
szubsztratjai kozott szerepel a kortizon és a 11-dehidro-kortikoszteron, amelyek tehat
kortizolla ¢és kortikoszteronna redukalodnak. Mivel a termékek glukokortikoid hatasa
lényegesen erésebb a szubsztratokéndl, ez a reakcid egyben a glukokortikoidok un.

»prereceptorialis aktivalasa” is [221, 223].

Korabban emlitettiik, hogy a glukokortikoidok — az inzulinnal szinergisztikusan —
serkentik az adipocitak differencialodasat, ami az elhizas egyik fontos eleme. E jelenség,
valamint a glukokortikoidok inzulinéval ellentétes, illetve inzulinrezisztenciat elémozditd
hatasai (pl. a maj glukoéztermelésének fokozasa és az inzulin-jelatvitel akadalyozasa) miatt
(lasd 2.1.4. fejezet), a 11PHSD1 altal medialt lokalis Kkortizolaktivalasnak szerepet
tulajdonitanak a metabolikus szindroma patogenezisében [228]. A tiinetek szinte kivétel
nélkiil megjelennek a 11BHSD1-et taltermeld, transzgén egerekben [229, 230]; ugyanakkor a
11BHSD1-deficiens knockout egerek latszolag védettek a betegséggel szemben [231, 232].
Réadasul az enzim szelektiv gatlasa a diabetes mellitus kiilonb6zd kisérleti allatmodelljeiben
IS javitja az inzulin iranti érzékenységet [233] és csokkenti a teststlyt [234]. Mindezek alapjan
nagy reményeket fliztek a 11BHSD1 szelektiv gatloszereihez mint a metabolikus szindroma €s
a cukorbetegség 1j, hatékony gyogyszereihez. Az ilyen hatéanyagok fejlesztésére iranyuld
eréfeszitések folyamatban vannak, de eleddig nem valtottak be maradéktalanul a hozzajuk
flizott reményeket [235]. Ennek egyik valoszinii magyarazata, hogy az 1-es tipusu izoenzim
iranti szelektivitdas még nem jelent 6nmagaban a kortizolképzddés iranti specificitast, hiszen —
mint korabban szoba keriilt —a 11BHSD1 a kortizoloxidaci6 iranydban miikddik a szubkutan
zsirszovetben [224]. Az izoenzim mindkét iranyu aktivitasanak gatlasa tehat a teljes
glukokortikoid hatds szempontjabdl csak korlatozott hatékonysagot biztosithat, ¢és
felborithatja a szervek kozotti hormon-prohormon tjrahasznositasi ciklust. Az idealis
hatéanyag tehat nem csupan a 11BHSDI1-2 relacidoban szelektdlna, hanem az 1-es tipusu
izoenzimnek is csak a reduktdz aktivitdsat gatolna — a dehidrogenaz aktivitasat esetleg még

fokozna is [236].
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2.2.2.4. Glukéztermelés

Lassan nyolc évtizede ismert, hogy a glikogén sejten beliili lebontasanak
mechanizmusa az emésztéstdl eltéréen nem hidrolizis, hanem foszforolizis, tehat gluk6z-1-
foszfat keletkezik [237]. Nyilvanvald volt tehat, hogy lennie kell egy enzimnek, amely
glukoz-foszfatbol glukozt tud felszabaditani. A gluk6z-6-foszfataz aktivitast 1949-ben sikertilt
kimutatni majban [238], és hamarosan bebizonyosodott, hogy az enzim az ER-hez
asszocialodik [239]. Bar az enzimfehérjét maig nem sikeriilt olyan mértékben megtisztitani,
ami a térbeli szerkezet vizsgalatdhoz sziikséges, indirekt bizonyitékok tamasztjak ala, hogy az
integrans membranfehérje aktiv centruma a lumenben helyezkedik el [144]. A gluk6z-6-
foszfatdz az egyetlen enzim, amely ¢&hezésben a vércukorszint fenntartdsdhoz kelld
sebességgel képes glukdzt eldallitani. Az altala hidrolizalt gluko6z-6-foszfat szarmazhat a
glikogénbdl  (glukoz-1-foszfaton keresztiil), kisebb glukoplasztikus molekulakbol (a
glukoneogenezis révén) vagy akdr a galaktézmetabolizmusbol (szintén glukdz-1-foszfaton
keresztiil). A szénhidrat-anyagcsere szempontjabol nyilvanvaldan kitiintetett szerepe van a
gluk6z-6-foszfataz aktivitassal rendelkez6 sejteknek. Legnagyobb glukéztermeld kapacitasa a
majsejteknek van, a bdséges ER, a sok glikogén és a glukoneogenetikus, illetve
galaktozmetabolizald enzimek jelenléte miatt. Az is bebizonyosodott mar a XX. szazad
kozepén, hogy a leggyakoribb glikogenoézis, az 1-es tipust glikogéntarolasi betegség (GSD1)
oka a glukoz-6-foszfataz aktivitas elégtelensége [240], ami jelentésen hozzajarult ahhoz, hogy

ez lett az ER legalaposabban tanulmanyozott enzimrendszere.

A glukéz-6-foszfatdz aktiv centruméanak luminalis elhelyezkedése és (40% koriili)
latencidja alapjan feltételezték, hogy miikddéséhez még harom membranfehérje sziikséges,
T1: gluk6z-6-foszfat-transzporter, T2: foszfat-transzporter és T3: glukoéztranszporter [241,
242]. Az enzimtél fliggetlen glukoz-6-foszfat-transzporter 1étezését meggydzden
alatdmasztotta, amikor kimutattdk az elégtelen glukoz-6-foszfatdz aktivitason alapuld 1-es
tipusu glikogéntarolasi betegségnek azt az altipusat (GSD1b), amelyben az enzim ugyan ¢ép,
de aktivitasa intakt mikroszomaban szinte teljesen latens [243, 244], amit a glukoz-6-foszfat
transzportjanak karosodasa okoz [245]. A feltételezés akkor valt bizonyossagga, amikor

azonositottak az ER glukoz-6-foszfat transzporterét [246]. A molekularis azonositashoz

crer

crer

foszfat transzportja kétiranyt, nagy kapacitasu és kis affinitasu facilitalt diffuzio [247, 248].

Szamos gatloszere koziil viszonylagos specificitasuk és nagy hatékonysaguk (Ki < 1 uM)
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miatt kiemelendok a klorogénsav szarmazékai (pl. S3483) [249, 250], amelyek a teriilet

kutatdsanak fontos eszkozévé valtak.

A viszonylag kevéssé szelektiv glukoz-6-foszfatdz enzim — amely permeabilizalt ER-
membran esetén a glukoz-6-foszfaton kiviil egyéb hexdz-foszfatokat is (pl. mannoz-6-
foszfatot) meglehetdsen nagy affinitassal hidrolizal — in situ vagy intakt mikroszomaban
szigortian specifikus a glukéz-6-foszfatra. Ez mas szavakkal Gigy is megfogalmazhat6, hogy
gluk6z-6-foszfataz aktivitasa lényegesen kevésbé latens, mint pl. mannoz-6-foszfataz
aktivitdsa (95% feletti latencia). Nyilvanvald, hogy ez a transzporter specificitidsanak
koszonhetd; vagyis a transzport nem csupan a katalizis sebességét, hanem az atalakithat6

vegyiiletek korét is meghatarozza.

Ertheté, hogy a glukéz-6-foszfat transzlokaz velesziiletett defektusa ugyantigy
akadalyozza a glukoztermelést, mint maganak a gluk6z-6-foszfatdz enzimnek a hidnya. A
transzporterdefektus azonban egyéb negativ kdvetkezményekkel is jar, ugyanis a stlyos
neutropénia, valamint a polimorfonuklearis és monocita sejtek miikodési zavarai, amelyek a
GSD1b betegek legsulyosabb tiinetei, az enzimdefektussal sziiletett GSD1a betegekben nem
jelentkeznek [144]. Ez azzal magyarazhato, hogy a transzporter, amelynek expresszioja nem
korlatozodik a glukoztermeld sejtekre, feltehetéleg mas luminalis enzimek, pl. a hex6z-6-

foszfat-dehidrogenaz (H6PD) szubsztratellatasahoz is sziikséges [248].

A lumenben keletkezett glukoz kijutasat biztositd transzporter még nem ismert, sét, az
a kérdés sem dolt el minden kétséget kizaroan, hogy valdban ki kell-e jutnia a glukdznak a
citoplazmaba, vagy vezikularis transzporttal szecernaljak a sejtek [251, 252]. Az elébbi
mellett sz6l, hogy kimutattdk és funkciondlisan jellemezték a mikroszomalis membranon
keresztiili facilitalt glukoztranszportot [253, 254]; s6t modern nanoszenzoros eljarassal in situ
bizonyitottdk, hogy a plazmamembrinban ¢és az ER membranjdban kiilonbozo

mechanizmusok felelnek a glukdz atjutasaért [255].

2.2.3. Az endoplazmas retikulum redox rendszerei

Az ER két fontos funkcidja, az oxidativ fehérjefolding €és a biotranszformacio
elokészitd fazisanak folyamatai redox reakciokon alapulnak, amelyek az antioxidansok
anyagcseréjével is kapcsolatban allnak/allhatnak. Az értekezés szempontjabol fontos ezeket a

funkciokat ilyen szempontbol kiilon is attekinteni.
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2.2.3.1. A citokrém P450 enzimek redox kapcsolatai

A membran kiilsé felszinén miikodd citokrém P450 monooxigendzok az egyik
mikroszomadlis elektrontranszfer-lanc zaréelemét képezik. Ez a lanc sok hasonldsagot mutat a
nala joval Osszetettebb €és egészen mas funkcidval bird mitokondrialis 1€gzési lanccal. A
mitokondrium bels6 membranjahoz kotott oxidoreduktazok (flavoproteinek, Fe-S fehérjék és
citokromok) tobb 1épésben elektronokat szallitanak (NADH-rol vagy a metabolizmus egyes
intermedierjeir6l) a végsd elektronakceptor oxigén molekula szamara, amely igy vizzé
redukalodik. Az ER membranjahoz kotott oxidoreduktazok (egy flavoprotein és egy
citokrom) elektronokat szallitanak (NADPH-rol) az oxigén molekula egyik atomja szdmara,
amely igy vizzé redukalodik, mikdzben a citokrom enzim a mdsik oxigénatomot beépiti egy
szubsztrat molekulaba [256]. Bar kézenfekvonek tiinik, hogy a citokrom P450 rendszerhez
tartozd mikroszomalis elektrontranszfer lanc a citoplazmdban termel6dé NADPH-t hasznélja,
egyes megfigyelések alapjan felvetddott az ER lumenében termelddd NADPH esetleges
hozzajarulasa is [257]. Fontos tehat egyértelmiien tisztazni, hogy ez a nagy kapacitasu redox
folyamat valoban kapcsolddik-e az ER luminalis redox rendszereihez, vagy teljesen elkiiloniil
attol. A citokrom P450 enzimek monooxigenalt termékiiket a membranon keresztiil dtadhatjak
ugyan a lumenben miik6dé6 UDP-glukuronozil-transzferazoknak [258], de arra nem utalnak
adatok — és nem is igen valosziniisithetd —, hogy ez érdemben befolyasolna az organellum

bels6 redox viszonyait.

2.2.3.2. Az oxidativ fehérjeérés redox kapcsolatai

A fehérjék ciszteinil tiol csoportjainak tulnyomo része diszulfidda oxidalodik,
valamint bizonyos fehérjék prolil vagy lizil oldallancai hidroxilalédnak az ER lumenében. A

kétféle fehérjeoxidacié mechanizmusa lényegesen eltér egymastol.

Amint azt a 2.2.2.2.2. fejezet részletesen ismerteti, a frissen szintetizalt fehérjék
ciszteinil tioljainak elektronjai egy jabb mikroszomalis elektrontranszfer lancon keresztiil
jutnak a végso akceptorra, amely human sejtekben mindig az oxigén molekula. Bar a folyamat
Osszes részlete nem ismert, annyit lehet tudni, hogy a lanc kezdetén tiol-diszulfid-
kicserélodések kovetik egymast, amelyben a PDI €s az Erol fehérjék szerepét bizonyitottak,
valamint a QSOX szerepét feltételezik. A folyamatos elektrontranszfer kovetkeztében a
lumenre altaldban jellemzd a tiolok szempontjabdl oxidativ kdrnyezet, amely a fehérje tiol
csoportjaihoz hasonldéan a glutationra is érvényes. Az itt talalhatd glutation jelentOs része

(nagyjabol fele) ugyanis a fehérje-tiolokkal vegyes diszulfidot képez [136]; és a szabadon
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maradt glutation is (melynek &sszkoncentracioja a citoplazmaihoz hasonldoan néhany mM-0s)
a citoplazmainal hozzavetéleg 20-30-szor oxidaltabb: a [glutation]:[glutationdiszulfid]
([GSH]:[GSSG]) arany itt 1-3:1, szemben a citoplazmara jellemz6 30-100:1értékkel [136,
137, 259]. Mivel a glutation szintézisét végz6 enzimek a citoplazmaban talalhatok, az ER-ben
1év6 glutationkészlet csak a GSH és/vagy a GSSG importaldsaval hozhat6 1étre és tarthato
fenn. Kezdetben azt feltételezték, hogy a GSSG kizarolagos befelé iranyuld transzportja
biztositia az ER-ben a fehérjék diszulfid hidjainak kialakulasahoz sziikséges oxidativ
kornyezetet [137]. Majmikroszoman végzett kisérletek azonban ezzel ellentétes eredményt
hoztak: mig a glutationdiszulfid gyakorlatilag nem jutott &t a membranon, addig a glutation
kétiranyu, telithetd és klasszikus aniontranszport-inhibitorokkal gétolhatd transzportjat
bizonyitottak [260]. Ez a megfigyelés inkabb olyan modellt valdszinisit, amely szerint a
glutation a lumenben oxidalédik, és a keletkezé glutationdiszulfid nem képes visszajutni a
citoplazmaba, igy kialakul a viszonylag alacsony lokalis [glutation]:[glutationdiszulfid]
([GSH]:[GSSG]) arany. Meggy6z6 bizonyitékok tamasztjak ala, hogy a glutation-tiolok
oxidacidja nem feltétele, hanem inkdbb elkeriilhetetlen velejardja a fehérjék oxidativ
érésének. Olyan mutacid, amely képtelenné teszi a sejtet a glutation szintézisére, nem
hatraltatja [182], s6t bizonyos esetekben kifejezetten eldsegiti [261] a fehérjék diszulfidjainak
kialakulasat. Ez azt mutatja, hogy a fehérjék és a glutation tiol csoportjai valojaban
kompetalnak egymassal az oxidalé enzimekért; vagyis a glutation redukald agensként hat az
ER lumenében. A glutation oxidacidja in vitro végbemehet a luminalis fehérjék diszulfid
kotéseinek redukalasa révén. Ez egyben azt is jelzi, hogy a glutationnak fontos szerepe lehet a
hibas  diszulfid hidak redukalasaban, ¢és ezaltal a  késobb részletezendo
diszulfidizomerizacioban. Mivel ez éppen olyan fontos része a fehérjék helyes hajtogatasanak,
mint maga a tioloxidacio, a glutation — amellett, hogy véd az oxidativ stressz ellen —
mégiscsak lényeges szerepet tolt be az oxidativ fehérjefolding folyamataban. Kutatasaink
megkezdésekor sem az érésben 1évd fehérjékrdl szarmazo és végiil az oxigén altal felvett
elektronok lehetséges utja, sem a glutation, illetve a folyamatban feltételezhetden résztvevo

egyeb kis molekuldju elektronszallitdé komponensek pontos szerepe nem volt tisztazott.

A citoplazma és az ER lumene kozotti tiol redox gradiensnek egyes megfigyelések
szerint szabalyozo szerepe is van. A RyR kalciumcsatorna ugyanis tartalmaz olyan tiol
csoportokat, amelyek rendkiviil érzékenyen reagalnak a tiol-diszulfid redox potencial
valtozasaira, és modositjak a csatorna aktivitasat [262-265]. Az oxidacid (reaktiv oxigén

intermedierek vagy glutationdiszulfid hatasara) ndveli, mig a redukci6 (ditiotreitol, merkapto-
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etanol vagy glutation altal) csokkenti a csatorna nyitvatartasi valdszinliségét. A harantcsikolt
izom szarkoplazmas retikulumaban talalhato 1-es tipust csatornardl azt kozolték, hogy a
membran két oldala k6zott fennalld redox gradiensre érzékeny. Ha a tiol-diszulfid redox
rendszer oxidaltsagi allapotaban normalisan megfigyelhetd kiilonbség megsziinik, akkor

nyilik a csatorna [266].

Az aszkorbatot antioxidansként hasznalod prolil-4-hidroxilaz (lasd 2.2.2.2.3. fejezet)
kozos komplexet alkot a proteindiszulfid-izomerazzal, amely a dehidroaszkorbatot —
diszulfidképzés kapcsan — aszkorbatta tudja redukalni [267]. Ez arra enged kovetkeztetni,
hogy végso soron a fehérje-, illetve glutationtiolok szolgaltatnak redukald erét a prolil-4-
hidroxilaz szamara [268]; ami egyben azt is jelenti, hogy ezen a ponton 6sszekapcsolodik a
diszulfidképzodés és az oldallanchidroxilacié rendszere, és a két rendszer kozotti kapocs az

aszkorbat.

A proteindiszulfid-izomeraz egyébként egy sajatos poszttranszlaciés modositashoz, a
glutamil-y-karboxilaciohoz is szolgaltathat elektronokat [269]. A K-vitamin ciklusként ismert
folyamat, amely a hemosztazis majban szintetizalt fehérjéinek egy részét érinti, nem jar a
glutamil oldallanc oxidacidjaval; a K-vitamin redox reakcidi csak energetikai szempontbol
kapcsolodnak a  karboxilaciohoz.  Azonban, mivel a proteindiszulfid-izomeraz
kozremiikddésével redukalt K-vitamin az oxigénnel reagdl, ez az tUtvonal az oxidativ
fehérjeérés alternativ elektrontranszfer lanca is, hiszen az Ujonnan szintetizalt fehérjék

tioljairol tovabbitja az elektronokat végsé céljukhoz.

2.2.3.3. Piridin-nukleotidok redox ciklusa az endoplazmas retikulumban

Az ER lumenében talalhatok piridin-nukleotidokkal (NAD(P)(H)) miikodo
dehidrogenazok [145, 270-273]. Az 11BHSD1 altal katalizalt reakcio (lasd 2.2.2.3.2. fejezet)
iranya egyértelmiien azt mutatja, hogy a legtobb szovetben, az enzim kornyezetében magas a
[NADPH]:[NADP*] arany. Fontos — és az értekezésben leirt sajat kutatasok kezdetekor
tisztazatlan — kérdés, hogy a citoplazma piridin-nukleotidjai — atjutva az ER membranjan —
taplaljak a reakciot [274], vagy az ER lumene -elkiiloniilt piridin-nukleotidkészlettel
rendelkezik [275]. Ez utobbi esetben ugyanis két Gijabb kérdés is megvalaszolando: (1) milyen
enzim(ek) termeli(k) a NADPH-t és tartjak fenn a magas aranyt ebben a kompartmentben,
valamint (2) hogyan fér meg egymds mellett az oxidalt tiol-diszulfid és a redukalt piridin-

nukleotid redox rendszer. Szamos megfigyelés utalt arra, hogy a lokalis NADPH-termelés a
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luminalis hex6z-6-foszfat-dehidrogenaz (H6PD) miikodésén alapul [276, 277], de a 11BHSD1

¢s a H6PD funkcionalis kapcsolata még tovabbi bizonyitésra vart.

2.2.3.4. Kis molekuldaju antioxidansok redox kapcsolatai

Az ER lumenére jellemzd viszonylag oxidalt glutationkészlet, amely a lokalis
tioloxidacié velejardja, nyilvan jelentdsen gyengiti az organellum antioxidans kapacitasat, de
nem jelenti annak teljes hianyat. Szamos megfigyelés valoszinsiti, hogy a masik
legfontosabb vizoldékony antioxidans, az aszkorbinsav a citoplazmara jellemzonél magasabb
koncentracioban van jelen a lumenben [132-134] a legjelentésebb lipidoldékony antioxidans,

a tokoferol pedig nagy mennyiségben talalhaté az ER membranjaban [278].

Szemben az endogén glutationnal, amely aminosavakbol szintetizalodik az emberi
szervezetben, az aszkorbat (C-vitamin) és a tokoferol (E-vitamin) exogén antioxidansok,
amelyeket human sejtek nem képesek eléallitani. Erdekes, hogy a legtobb éllat képes az
aszkorbat UDP-glukuronatb6l kiindulé szintézisére, ¢és az utolsé Iépést katalizald
gulonolakton-oxidaz az ER membranjaban talalhat6. Emberben és aszkorbat szintézisére

képtelen allatokban (pl. tengerimalacban) éppen ez az enzim hianyzik [279].

Az aszkorbat felfedezéséért Szent-Gyorgyi Albert, szerkezetének és bioszintézisének
kutatasaért Sir Walter Norman Haworth kapott Nobel-dijat a mualt szazad kézepén. A kivalo
antioxidans vegyiilet szabad gyokkel reagalva egy elektron leadasa altal viszonylag stabil
aszkorbil-gyokké alakul [280], amely diszproporcionalodhat redukalt aszkorbatta és oxidalt
dehidroaszkorbatta [281]. Az aszkorbat tehat hatékony gyokfogod, és alkalmas a gyokos
lancreakcid termindlasara. Képes bizonyos fémionokat pl. ferro iont is megvédeni az
oxidaciotol, ezért alkalmazhaté a methemoglobinémia kezelésére, és ezzel magyarazhato
kofaktor funkcidja egyes vastartalmti dioxigenazok (pl. prolil-hidroxilazok, lasd 2.2.2.2.3.
fejezet) esetében. A C-vitamin hidnya altal okozott skorbut napjainkban inkabb csak az
altalanos alultaplaltsag részeként jelentkezik, de a foldrajzi felfedezések kordban gyakran
megtizedelte a hajok legénységét. Az altalanos gyengeséggel, levertséggel, csokkent
immunitassal, kiilonb6z0 bortiinetekkel, és jellegzetesen a foginy vérzésével, illetve
foghullassal jaro allapot [282] patomechanizmusa csak részben magyarazhatd az aszkorbat

antioxidans és kofaktor funkcidinak kiesésével.

A tokoferol elsésorban a membranok antioxidans védelméért felelés [283]. Hidrofob
része a membran apolaros rétegében helyezkedik el, fenolos hidroxil csoportja érintkezik a

vizes fazissal. Ha a membranlipidek — els6sorban a tobbszdrosen telitetlen zsirsavlancok —
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gyokkel (pl. hidroxil gyokkel) reagalnak, maguk is gyokké alakulnak, amely rendszerint
oxigénnel egyesiil, és peroxil gyokot (ROOe) képez [284]. A peroxil gyok ujabb lipidet
oxidal, ¢és az igy kialakuld lancreakcid sulyos karokat okoz a membranban. A tokoferol
elOsegiti a lancreakcid terminaldsat azaltal, hogy az aszkorbat felé tereli azt. A tokoferolbodl
keletkez6, viszonylag stabil tokoferil gyokot [285] ugyanis a membran felszinén az aszkorbat
redukalhatja [286], a keletkez6 aszkorbil gydk pedig a fent emlitett diszproporcionalodas
révén véget vet a folyamatnak. A C- ¢és E-vitamin egylittmikodése kiilonosen fontos az ER

membranjaban, ahol a citokrém P450 izoenzimek sok reaktiv intermediert termelnek.
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5. abra Az antioxidansok redox lanca (modositott Halliwell-Asada ciklus)

A lipid kettésrétegbe agyazott tokoferol (E-vitamin) valtozatos gyokokkel (pl. hidroxil, alkil,
alkoxil, peroxil) reagél. A keletkezett tokoferil gyokot aszkorbat (C-vitamin) redukélhatja,
mikdzben aszkorbil gyok keletkezik. Az aszkorbil gyok tjabb gydkkel (akar aszkorbil
gyokkel) reagalva dehidroaszkorbattd oxidalodik. Az aszkorbat glutation segitségével
regeneralhato; a keletkezd glutationdiszulfidot a glutation-reduktdz NADPH felhasznalasaval
alakitja Gjra antioxidans glutationna.

A redoxparok tagjai koz¢ irt szamok az intracellularis redox potencial értékeket mutatjak
irodalmi adatok alapjan.
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Az aszkorbat tehat allati és emberi szervezetekben egyrészt reaktiv intermedierek
eliminalasakor (kozvetleniil vagy tokoferolon keresztiil), masrészt oxigendzok kofaktoraként
miikédve dehidroaszkorbattd oxidalodik. Novényekben ismertek aszkorbat-oxidaz enzimek,
amelyek oxigén segitségével képeznek aszkorbil gyokot és ezaltal dehidroaszkorbatot
aszkorbatbol [287]. Allati és emberi Szervezetben azonban ilyen enzimet eddig nem
azonositottak; az aszkorbat és oxigén kozti oxidoredukciot altaldban nem enzimatikus

reakcioként tartjak szamon, melyet pl. fémionok vagy szabad gy6kok katalizalhatnak.

A dehidroaszkorbat egy része 6hatatlanul lebomlik, de ujrahasznositasara is lehetdség
van, ugyanis glutationnal reagalva visszaalakulhat aszkorbatta. Ezt a reakciot katalizald
dehidroaszkorbat-reduktdz aktivitassal a glutaredoxin és a proteindiszulfid-izomeraz is
rendelkezik [267]. A glutationdiszulfid visszaredukalasarol pedig a NADPH-t fogyasztd
glutation-reduktaz gondoskodik. Az antioxidansok igy — redox potencialjuknak megfeleléen —
egy redox lancot alkotnak, amelyben a reaktiv intermedierek, koztik a szabadgyokok
barmelyik lancszemmel reagalhatnak, de végsd soron a metabolizmus altal szolgaltatott

NADPH-t oxidaljak (5. abra).

2.2.4. Az endoplazmas retikulum stressz

Az ER mikodése szorosan kapcsolodik a sejt egészének tapanyag- és
oxigénellatdsdhoz, energia- ¢és redoxstatuszéhoz; és rendkiviil érzékenyen reagal ezek
valtozasaira. Ha valamely tényez6 akadadlyozza az organellum optimalis miikodését, kialakul
az ER-stressz, amely kozvetve vagy kozvetleniil eldidézi a fehérjeérés zavarat. A kiilsé
¢és/vagy bels6 kornyezet valtozasai konnyen felboritjadk a lumenbe keriild fehérjék mennyisége
és az organellum fehérjeérleld kapacitdsa kozotti dinamikus egyensulyt. Az ER-t érd

legfontosabb stresszhatasok a kovetkezok:

e Ca?-homeosztazis megvaltozasa
A luminalis Ca**-szint csokkenése gatolja a chaperonok / foldazok miikddését; ezaltal

zavart okoz a fehérjeérésben és -minéségellendrzésben.

e redox statusz valtozasa
A luminalis tiol-diszulfid redox par oxidaltsagi allapotanak eltolodasa a diszulfid

hidak képzddését vagy a hibas diszulfid hidak izomerizacidjat akadalyozza meg.

e szénhidrat-anyagcsere valtozésa
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A glukoz szintjének csokkenése a glikoproteinek érését gatolja (rdadéasul a fehérjeérés

¢és a mindségellendrzés szamos komponense maga is glikoprotein).
o fehérjetultermelés pl. virussal fertdzott sejtben.

Az ER-stressz kiilonb6z6 okokra visszavezethetd eseteiben rendszerint megné a
,magara hagyott”, vagyis dajkafehérjék altal nem kisért fehérjemolekuldk szama az
organellum lumenében. Ez pedig egy specidlis adaptiv mechanizmus, az ,,unfolded protein
response” (UPR) aktivalodasat valtja ki, mely a fehérjeszintézis és a foldingkapacitas
felborult egyensulyat hivatott helyrehozni. Az UPR négy legfontosabb eleme a kovetkezd: 1.
az ER foldazainak ¢és dajkafehérjéinek indukcioja; 2. az ER méretének megndvelése a
foszfolipidek és integrans fehérjék fokozott szintézisével, 3. a proteinszintézis altalanos
gatlasa mind transzkripciés, mind transzlacios szinten; 4. az ER-asszocialt degradacio
(ERAD) stimulélasa. Ezek a valtozasok eldsegitik, hogy a hibasan hajtogatott fehérjék elérjék
nativ konformacidjukat a lumenben, vagy onnan kijutva megsemmisiiljenek. Ha azonban az
adaptiv erbfeszitések eredménytelenek — a stressz til sulyos vagy tul sokaig elhtzodik —, a

programozott sejthaldl is aktivalodhat, ami a sejt apoptozisahoz vezet.

Az ER-stressz iranti érzékenység sejttipusonként jelentds eltéréseket mutat. Az utdbbi
évek kutatisai azt mutatjdk, hogy a pankreédsz B-sejtek kiilondsen szenzitiven reagalnak az
ER-b61 érkezé stressz-szignalokra [288, 289]. Az UPR kett6s (,,pro-survival” és ,,pro-death”)
funkcidjat raadasul kivaldan példazza az inzulinszekrécio kontrollja fizioldgiads és patologias
viszonyok kozott. A B-sejtek normalis stimulalasa is kivalt ugyanis ER-stresszt (pozitiv hatasa
eustressz), ¢és az erre adott sejtvalasz része a megndvekvd inzulinsziikséglethez valo
adaptacionak [290]. Ugyanakkor meggy6zden bizonyitottak a sejt altal mar (meg)oldhatatlan
ER-stressz (destruktiv distressz) fontos szerepét a [-sejtek miikddészavaraban ¢€s
pusztulasaban [291]; és ez kiilondsen érvényes a B-sejt-lipotoxicitasra [292, 293]. Fontos az a
nemrégiben kozolt megfigyelés, mely szerint a lipotoxicitassal szemben is protektiv
metformin a tapszigarginnal kivaltott ER-stresszben antiapoptotikus hatasunak bizonyult egy
egér B-sejtvonalon [294].

2.2.4.1. Az UPR mechanizmusa

Azok a fehérjek, amelyek képesek az ER-stressz érzékelésére és az UPR beinditasara,
sok hasonlosagot mutatnak a plazma membran hormon- vagy neurotranszmitter-receptoraival.
Ezek is integrans membranfehérjék, melyeknek a citoplazmaba nytlé doménje tovabbitja azt

a jelet, amelyet a luminalis (az extracellularissal analdég) domén érzékel. Az ER
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stresszreceptorai (,,inositol-requiring enzyme 1”: IREL, ,,pancreatic ER kinase (PKR)-like ER
kinase”: PERK ¢és ,,activating transcription factor 6”: ATF6) azonban jellemzéen nem egy
ligand kotédésekor, hanem egy fehérje levalasakor aktivalodnak. A legelfogadottabb modell
szerint ugyanis az IREl-et, a PERK-et és ATF6-ot a luminalis doménjiikhéz kotédé BiP
(GRP78) dajkafehérje tartja inaktiv allapotban [295], és akkor szabadulnak fel a gatlas aldl, ha

c ey

(6. abra) [160].

Az IRE1 citoplazmai doménje Ser/Thr protein-kindz és endo-RN-az aktivitassal
rendelkezik. A BiP levalasa a luminalis dimerizaciés doménrdl (és feltételezések szerint
éretlen fehérjék kozvetlen kapcsolddasa ugyanitt) az IRE1 oligomerizacio és autofoszforilacio
altali aktivalodasahoz vezet [296]. Endonukledzként valdszinlileg hozzajarul az ER
fehérjeterhelésének csokkentéséhez azaltal, hogy mRNS-eket hasit a citoplazmaban [297].
Van azonban egy kiilonleges szubsztratja, az XBP1-mRNS, amelybdl specifikusan kihasit egy
26 nukleotid hosszisagl intron szakaszt, €s az igy éretté valt mRNS az sXBP1 (,,spliced X
box-binding protein 1) transzkripcids faktor szintéziséhez szolgalhat mintaul [298]. Az
sXBP1 a DNS ,,UPR elemei”-hez kotédik, és indukalja tobbek kozott az ER chaperonjait (pl.

BiP, PDI), valamint az ERAD ¢s a foszfolipidszintézis komponenseit.

Az ATF6 egyik Golgi-lokalizacios szekvenciajat a BiP takarja, ezért csak a BiP
levalasakor jut a Golgi apparatusba, ahol proteolizissel szabadul fel a transzkripcids
faktorként mikodd citoplazmai doménje [299]. Az ATF6 transzkripcios faktor a DNS
»ATF/CRE elemei’-hez, illetve ,,ER stress response” elemeihez kotddik, és ezaltal indukalja
az ER chaperonjait, a foszfolipidszintézis enzimeit, a CHOP/GADDI153 (,,C/EBP
homologous protein/,,growth-arrest- and DNA-damage inducible gene 153”) fehérjét (1d.
2.2.2. fejezet), és fokozza az XBP1 mRNS szintézisét is, amely az UPR felerdsitését

eredményezheti [300].

A PERK az IRE1l-hez hasonléan autofoszforilalédik, amikor lumindlis doménje
felszabadul. Az aktiv PERK-dimer a transzlacié egyik iniciacios faktorat (eIF2a) foszforilalja,
ami — rendszerint az ER-stresszre leghamarabb (néhany percen beliil) kialakul6 reakcidként —
a fehérjeszintézis altalanos csokkenését eredményezi [301]. A transzlacid altalanos gatlasa
olvasasi kereteket (,,upstream open reading frames”; uORFs) tartalmaznak. igy példaul
gyorsabban szintetizdlodik az ATF4 transzkripcidos faktor, amely egyebek kozott a
CHOP/GADD153 és az ATF3 (,,activating transcription factor 3”) fehérjéket indukalja [302].
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Endoplazmas retikulum
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6. abra Az UPR-ben aktivalodo legfontosabb jelpalydk
A Grp78 (BiP) dajkafehérje levalasa aktivalja a PERK, ATF6 és IRE1 fehérjéket. Az elF2a
PERK altali foszforilacidja csokkenti a fehérjeterhelést, és az ATF4 transzkripcios faktor
szintézisének kedvez. Az ATF6 Golgiban torténd hasitasa aktiv transzkripcios faktort szabadit
fel. Az IRE1 altal végrehajtott RNS-szerkesztés az XBP1 transzkripcios faktor szintézisének
feltétele. Mindhdrom mechanizmus az ER-stressz lekiizdéséhez vagy apoptdzishoz vezetd
génexpresszios valtozdsokat eredményez.

ATF4 és 6: ,,activating transcription factor 4 and 6”; Bak/Bax: A Bcl-2 fehérjecsalad
multidomén, proapoptotikus tagjai; CHOP: ,,C/EBP homologous protein”; eIF2a: eukariota
(transzlacios) iniciacios faktor 2 alfa alegység; ER: endoplazmas retikulum; IRE1: ,.inositol-

requiring enzyme 1”; JNK: c-Jun N-terminalis kinaz; Pc12-C12: prokaszpaz-, illetve kaszpaz-
12 (emberben valdszintileg a prokaszpdz- és a kaszpaz-4 helyettesiti); PERK: ,,pancreatic ER
kinase (PKR)-like ER kinase”; XBP1: ,,X box-binding protein 1”; XBP1s: ,,spliced” XBP1
MRNS.

2.2.4.2. Az endoplazmas retikulum stressz altal indukalt apoptodzis

Az ER-stressz éppen olyan sulyos miikddési zavart €s vészhelyzetet jelent a sejt
szamara, mint a DNS halmozott karosodasa vagy az ATP-termelés elégtelensége. Nem
meglepd tehat, hogy a sejt eltavolitasara ilyenkor is sziikség lehet, vagyis az ER-stressz is

kivalthatja, illetve tdamogathatja az apoptdzist (6. abra) [303, 304]. Az ER stresszreceptorairol
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nem csupan az adaptaciot és tulélést szolgalo ,,pro-survival” reakciok indulnak ki, hanem
apoptézist indukalo ,,pro-death” szignalok is inicializalodnak. Ezekhez jarul hozza az ER
membranjanak permeabilitdsfokozddasa, ami nem csak a tartos Ca**-kidramlas, hanem

bizonyos fehérjék kiszabadulasa révén is serkenti a programozott sejthalalt [305].

A szertedgazd proapoptotikus mechanizmusok koziil kiemelendé a kordbban mar
emlitett CHOP/GADDI153 transzkripcids faktor, amelynek termel6édését az ER-stresszben
aktivalodo harom f6 transzkripcios faktor (az onallo ATF6, a PERK-fliggd ATF4 és az IRE1-
fliggé XBP-1) szimultan fokozza [306]. A CHOP legismertebb hatasai kozé tartozik, hogy a
p53-mal kooperalva proapoptotikus iranyban befolyésolja az apoptozis kdzponti szabalyozo
fehérjéinek, a Bel-2 csalad kiilonb6z6 tagjainak (Bcl-2 [307], Bim, PUMA [308] és NOXA
[309]) expressziojat. Emellett CHOP hatasara indukalodik a GADD34 (,,growth-arrest- and
DNA-damage inducible gene 347), a protein-foszfataz-1 szabalyoz6 alegysége, amely az
elF2a defoszforilacidjat, vagyis a transzlacio altalanos fokozodasat valtja ki [310], és ezzel —

részben a ROS-termel6dés erdsddése altal — az apoptozis felé tereli a folyamatokat [311].

crer

hogy az IRE1 altal katalizalt mRNS-lebontads kétélii fegyver, mert nem csak az ER
fehérjeterhelését, hanem annak fehérjeérlelé kapacitasat is csokkentheti [312]. Kimutattak
tovabba, hogy az IREI altali RNS-hasitds mikroRNS-ek kozvetitésével is fokozza a sejt
apoptoziskészségét [313, 314]. Raadasul az aktivalt IRE1 részvételével kialakult
fehérjekomplex olyan stresszkinazok aktivaciojat is beinditja, mint a JNK [315], a p38 és az
ERK [316] vagy az IkK [317], amelyek a sejt programozott halalahoz vezethetnek, és
kozremiikodik a prokaszpaz-12 (emberben a prokaszpaz-4) hasitasaban is [318, 319].

A CHOP altal indukalt Erol aktivitas az inozitol-1,4,5-trifoszfat-receptor (IP3R)
nyitasi valosziniiségét fokozza, igy kalciumkiaramlast eredményez [320]. Ehhez hozzajarul,
hogy a Bcl-2 fehérjecsalad proapoptotikus multidomén tagjai (Bak és Bax) altal képzett
pérusok [321] nem csak a mitokondrium, hanem az ER membranjat is atjarhatova teszik az
Ca’* ionok szamara [322]. S6t e csatornakon keresztiil luminalis fehérjék (pl. BiP és PDI) is
kijutnak a citoplazmaba, és feltételezhetéen ez is az apoptozis iranyaba hat [323]. A
citoplazma tartosan emelkedett kalciumkoncentracidja egyrészt a prokaszpaz-12 (prokaszpaz-
4) hasitasaban kozvetleniil is résztvevo kalpaint stimulalja, és eldsegiti a stresszkinazok (p38
MAPK, INK) aktivalodasat [324, 325]. Masrészt a mitokondrialis ,,permeability transition
pore” (PTP) nyitasahoz is hozzajarul, igy eldidézheti a mitokondrialis elektrokémiai gradiens

Osszeomlasat is [326].
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3. CELKITUZES

Mivel az ER szerteagazd funkcidi az anyagcsere minden agat érintik, valamint az
organellumban zajlé6 hormonatalakitas és az innen kiinduld jelatvitel a sejt mikodését
alapvetéen képes befolyasolni, egyre inkdbb korvonalazodott az ER intracellularis
tapanyagszenzor funkcidja, amely fiziologias szerepe mellett az anyagcsere-betegségek
kialakulasaban is kozremiikodhet. Hipotézisiink szerint a tapanyag- (elektrondonor-)
ellatottsag érzékelésében €s a valaszként keletkezd jelek generaldsaban kulcsmomentum az
ER lumenében elhelyezkedd, két redox rendszer modulalasa. Azok a tényezok, amelyek a
luminalis tiol-diszulfid egyensulyt torzitjak, és ezéltal az oxidativ fehérjeérést akadalyozzak,
alapvetéen az UPR jelatviteli Gtvonalain keresztiil hatnak a cellularis funkciokra. Azok pedig,
amelyek a luminalis piridin-nukleotid redox statuszt (NADPH]:[NADP"] arany) modositjak,
els6sorban a kortizol prereceptorialis keletkezésének fokozasa vagy gatlasa révén fejthetik ki
lokalis hatasaikat. Mivel koros koriilmények kozott mindkét mechanizmus hozzéjarulhat az
inzulinrezisztencia kialakulasahoz, sulyosbodasahoz, illetve a hasnyalmirigy p-sejtek
diszfunkciojahoz vagy pusztuldsdhoz, elméletiink a metabolikus szindréma és a diabétesz

patobiokémidja szempontjabdl is relevans.

Fenti elméletiink szem el6tt tartasaval, célul tiztik ki az ER-ben zajlo, oxidativ
fehérjeérés jobb megismerését, kiilonds tekintettel a kismolekuldju elektronszallitok
(glutation, aszkorbat és tokoferol) kozremiikodésének tisztazasara. Tisztdzni kivantuk tovabba
a lokalis kortizoltermelésben résztvevd fehérjék egylittmikodesét kiillonbozo sejtekben, illetve
azt, hogy hogyan moddosul ez a funkci6 a tapanyagellatds hatdsara vagy a zsirsejt-
differencidlodds soran. Magyarazatot kerestiink arra is, hogy miképp létezhet a két,
rendszerint Osszefiiggd, redox rendszer Iényegesen eltér6 redox allapotban egyazon
kompartmentben (az organellum lumenében). Felvazolt célkitlizéseink eléréséhez
elengedhetetlen volt az ER membranja elkiilonité (,,barrier”) funkciojanak megerésitése és a
luminalis kompartment valodi elkiiloniilésének ismételt bizonyitasa. A rendszer miikodésének
megfigyelése és hipotézisiink tesztelése mellett a beavatkozds lehetdségeit is vizsgaltuk,
hiszen modelliink 1) és igéretes tamadaspontokat is kinal az elhizassal kapcsolatos

cres

terjedése egyre novekvd igényt general.
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Az alabbi konkrét célokat tiiztik ki:

A kisméretii elektronszallitok ER-ben zajlé metabolizmusanak és
transzportjanak jellemzése; oxidativ fehérjeérésben betoltott szerepiik tisztazasa.

A luminalis redox rendszerek kapcsolatai.

Az ER lumenében fizioldgias koriilmények kozott a tiol-diszulfid redox rendszer
jellemzéen oxidalt, a piridin-nukleotid (NADP*-NADPH) redox rendszer viszont a
jelek szerint redukalt allapotban van. Harom fontos kérdés megvalaszolasahoz

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

A tiolok oxidacidjat lehetévé tevd mikroszomalis elektrontranszfer alternativ
utjait, illetve hianyz6 lancszemeit kerestiik. A fehérje természetli komponensek
mellett feltételeztilk a membranon atjutd (glutation, dehidroaszkorbat), valamint

a membranban elhelyezkedd (tokoferol) elektronszallité kismolekuldk szerepét.
b.) Milyen fiziologias tényezék befolydsoljdik a piridin-nukleotidok redox dllapotat?

A hexo6z-6-foszfat-dehidrogenaz és az 1-es tipusa 11pB-hidroxiszteroid-
dehidrogenaz génexpressziodjanak, valamint szubsztratellatdsanak modulald
szerepét kivantuk tanulményozni, kiilonds tekintettel a szovetek kozti
kiilonbségekre, a zsirsejt-differencialodas, illetve az ¢éhezés-jollakottsag

valtakozasa kapcsan bekdvetkezd valtozasokra,
c.) Hogy fér meg egy kompartmentben két eltérd potencialu redox rendszer?

Hipotézisiink szerint az ER lumenében hidanyoznak azok az enzimatikus
kapcsolatok a két redox rendszer kozott, amelyek a sejt egyéb részeiben

megtalalhatok, ¢s megakadalyozzdk a redox potencidlok ilyen mértéki

------

Az ER luminalis kornyezetét meghatarozo redox homeosztazis mint az elhizassal
osszefiigg6 anyagcsere-betegségek megelozésének és terapiajanak lehetséges
célpontja. Az oxidativ fehérjeérés zavara és a kovetkezményes ER-sStressz
feltételezett szerepe a C-vitaminhiany altal okozott inzulinrezisztencia
kialakulasaban. A zsirsavak altal kivaltott B-sejtkarosodas kivédése az ER-stressz
csokkentésével. A prereceptorialis kortizoltermelés szelektiv gatlasa a luminalis

piridin-nukleotid redox statusz befolyasolasa révén.
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Az ER alapvetd funkcidinak zavara organellum stresszt idéz eld, amely kiilonb6zd
jelatviteli utvonalakon keresztiil szoveti diszfunkciot, ¢&s tobbek kozott
inzulinrezisztenciat vagy B-sejtpusztulast is okozhat. A lokalis kortizoltermelés tartds
er6sodése pedig az elhizésban és a metabolikus szindromaban jatszik fontos szerepet.
Fontosnak tartottuk tehat megvizsgéalni, hogy e rendszerek hogyan moédosulnak
taplalkozasi tényezOk hatdsira, €s hogyan befolyasolhatok kedvezd iranyban. Az

alabbi konkrét kérdésekre kerestiink valaszt.
a.) Kialakul-e ER-stressz az C-vitaminhidanyos tengerimalacok mdjsejtjeiben?

Az aszkorbat fehérjeérésben betoltott, feltételezett szerepe alapjan azt vartuk,
hogy a vegyiilet hidnya akadalyozza az intenziv fehérjeszintézist és -szekréciot
folytatd sejtek ER-jének miikodését. Ha a kapacitdscsokkenés eléri azt a
mértéket, hogy az UPR jelatviteli mechanizmusai is aktivalodnak, ez
hozzéajarulhat az inzulinrezisztencia kialakulasahoz is. Kisérleteinket olyan
allaton (tengerimalacon) kellett elvégezniink, amelyik — az emberhez hasonldéan

—nem képes az aszkorbat endogén eldallitasara.

b.) Szerepet jatszik-e az ER-stressz csokkentése a metformin p-sejt-lipotoxicitissal

szembeni védd hatasaban?

Bar a metformin alapvetéen inzulinérzékenyitd antidiabetikum, annak
lipotoxicitas elleni véd6 hatasat is leirtak HepG2 sejteken, valamint human
Langerhans szigeteken. Raadasul nemrégiben kideriilt, hogy tapszigarginnal
kivaltott ER-stresszben csokkenti az apoptozist. A B-sejtvédd hatas kiilondsen
fontos a diabétesz progresszidjanak megakadalyozasa szempontjabdl, ezért
elhataroztuk, hogy egy inzulindma sejtvonalon megvizsgaljuk, befolyasolja-e a
metformin a lipotoxicitas altal indukalt ER-stresszel osszefiiggd proapoptotikus

folyamatokat.

C.) Befolydsolhato-e a prereceptoridlis kortizoltermelés az ER lumindlis piridin-

nukleotid redox statuszanak modulalasaval?

A 1IBHSD1 aktivitdas metabolikus szindrémaban jatszott szerepének
megismerése szelektiv gatloszerek kifejlesztését indukalta. A  kiprobalt
hatoanyagok korlatozott hatékonysaga azonban ravilagitott, hogy az enzim altal
katalizalt reakcio gatlasa helyett inkabb annak eltoldsa volna kivanatos. Az ER

redox homeosztazisanak ismerete alapian ez a [NADPH]:[NADP'] aran
pJ y
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csokkentésével lenne elérhetd. Olyan hatéanyagokat kerestiink tehat, amelyek az
organellum lumenében képesek a NADPH oxidalasara, és szoba johetnek akar

gyogyszerfejlesztés kiinduld molekuldjaként is.
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4. AZ ALKALMAZOTT MODSZEREK ROVID ATTEKINTESE

E dolgozat mifaja és terjedelmi korlatai az elvégzett munka soran alkalmazott Gsszes
anyag ¢és modszer részletes ismertetését sem sziikségessé, sem lehet6vé nem teszik. A
biokémiai, molekularis és sejtbiologiai kutatas soran rutinszeriien végzett eljarasok (pl. foto-
¢és fluorimetrias mérések, sejttenyésztés, Western blot, RT-PCR, kvantitativ PCR, restrikcios
DNS-hasitas stb.) aktudlis részletei (pl. fény-hulldmhossz, sejttipus, médium, gélosszetétel,
antitestek, kemilumineszcens el6hivas, denzitometria, polimerazok, oligonukleotidok,
endonukledzok stb.) vonatkozasdban az értekezés alapjaul szolgdld sajat kozlemények
szolgalnak informdcioval. Ahol ez sziikséges, a kisérletek fontosabb moddszertani adatai
természetesen fel vannak tiintetve az eredmények bemutatasanal. Ez a fejezet csupan az itt
leggyakrabban el6forduld, és talan kevésbé kozismert, specialis metodikak bemutatasara

szoritkozik az ezekkel végzett kisérletek minél érthet6bbé tétele céljabol.

4.1. Mikroszoma és mikroszomalis szubfrakciok eloadllitisa

Az endo/szarkoplazmas retikulumban zajlo enzimatikus és transzportfolyamatok in
vitro tanulmanyozasahoz a szovetekb6él mikroszomat preparaltunk. A zart vezikulumok
membranon  keresztiil nem  transzportalodd ~ metabolitokat, kofaktorokat. A
mikroszomapreparaldas a homogenizalt szovet differencidl-centrifugalasdn alapul, és
kiilonb6z6 szovetek esetén hasonloan torténik. A kisérleteinkben leggyakrabban hasznalt,
patkany majmikroszomat frissen kioperalt majakbol allitottuk eld. A madjszovetet aprobb
darabokra vagtuk, majd szachar6z-HEPES pufferben (0,3 M szacharéz és 0,02 M 4-(2-
hidroxietil)piperazin-1-etanszulfonsav, pH 7,2) iiveg-teflon potter késziilék segitségével
homogenizaltuk. Az igy létrehozott homogenatumbol az esetleges szovetmaradvanyokat rovid
centrifugalassal (10 perc, 1000 x g) tavolitottuk el, majd a feliiliszobol kiiilepitettiik (10 perc,
12000 x g) a sejtmagot és mitokondriumot tartalmazd frakciot. A ,,poszt-mitokondridlis
feliilusz6” soron kovetkezd ultacentrifugalasa (60 perc, 100000 x g) utan eltavolitottuk a
feliiluszot (citoplazma frakceio), és az iiledéket (mikroszoma) MOPS pufferben (100 mM KCl,
20 mM NaCl, 3 mM MgCl,, és 20 mM 4-morfolino-propanszulfonsav, pH 7,2)
ujraszuszpendaltuk. Ezutan a mikroszémat ismételten iilepitettiik (60 perc, 100000 x ¢
centrifuga) és szuszpendaltuk MOPS pufferben, majd alikvotokat képeztiink, melyeket

gyorsan lefagyasztottunk, és foly€ékony nitrogénben taroltunk a felhasznalasig. A preparatum

64



dc_997 15

crer

standardhoz viszonyitva.

A mikroszomalis preparatum ,tisztasagarol”, vagyis ER-eredetérdl marker enzimek
(pl. mitokondrium: citokrém-c-oxidaz, ER: glukoz-6-foszfataz és citoplazma: 5’-nukleotidaz)
Western blottal torténd detektalasa segitségével bizonyosodtunk meg [327, 328]. A
mikroszomalis membran integritasanak ellendrzésére a mannoz-6-foszfataz latencia tesztet

alkalmaztuk [329]. A latencia minden esetben 90%-os, vagy annal nagyobb volt.

A durva és sima felszinli ER-b6l szdrmazoé mikroszoma-szubfrakciok elvalasztasa
céljabol a ,,poszt-mitokondrialis feliilliszo”-t szachardz gradiens (0,7 ml 0,6 M szacharoz és 3
ml 1,3 M szacharoz, mindkettdben 15 mM CsCl) folé rétegeztiik, majd centrifugaltuk (120
perc, 80000 x g). A sima felszinii mikroszomat a két szachar6z fazis koziil, a durva felsziniit
pedig az tiledékbol gytijtottiik [327]. Ezeket, a fent leirtakhoz hasonléan, MOPS pufferben
ujraiilepitettiik, végiill MOPS pufferben szuszpendaltuk, és frissen hasznaltuk vagy folyékony
nitrogénben taroltuk a felhasznalasig. A szubfrakciok tisztasagat Sec61 (transzlokon
peptidcsatorna alegysége) elleni antitesttel végzett immunoblot segitségével ellendriztiik. A
teljes mikroszomahoz képest a Sec61-jel intenzitasanak masfélszeres emelkedését észleltiink a

durva, és 0tszoros csokkenését a sima felszinli vezikulumok esetén.

A szarkoplazmas retikulumbodl szarmazd vazizom-mikroszoma, illetve a terminalis
ciszterna frakcié preparalasdhoz ,,Uj-zélandi Fehér” nyulak hatsé végtagjinak, dominénsan
fehér rostokat tartalmazd izmait hasznaltuk a Saito és munkatarsai altal leirt eljaras szerint
[330]. A vezikulumok membranjanak integritasat fényszorasos permeabilitismérések mellett
az ATP-fiiggd Ca®*-akkumulacio detektalasaval is ellendriztik [331]. A termindlis
ciszternabol szarmazé prepardtum tisztasagat mutatta, hogy koffeinnel majdnem teljes

kalciumkiaramlast tudtunk rajtuk kivaltani [331].

4.2. Membranpermeabilizdlads és a latencia meghatdrozdsa

A biologiai membranok permeabilizalasdnak olcsd, de kiméletlen moddja a lipid-
kettosréteg integritasanak megsziintetése detergens (pl. Triton X-100) hozziadasaval.
Bizonyos esetekben (pl. transzportmérések vagy érzékeny membranfehérjék aktivitasdnak
mérésekor) olyan eljarasra van sziikség, amely a membranszerkezet megdérzése mellett
biztositja az atjarhatdsdgot kismolekulak szdmara. Ilyenkor a pdrusképzd antibiotikum

alameticint [332] hasznaltuk, mert ez nem sziinteti meg a lipid-kettésréteget, valamint a
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vezikulum strukturat, igy feltehetdleg nem okoz jelentds konformaciovaltozast az integrans
membréanfehérjékben sem. Az alameticincsatornak belsé atmérdjét 10 A koriilire becsiilik, igy
atjarast biztositanak ionok ¢és kis molekulastulya vegyiiletek szamara, de masodlagos-
harmadlagos szerkezettel rendelkez6 fehérjék mar nem képesek atjutni rajtuk [333]. Sejteken
végzett kisérleteknél a plazmamembran szelektiv permeabilizdlasdhoz szaponint vagy

digitonint alkalmaztunk [334].

Az enzim lokalizacioja és a szubsztratok, illetve termékek transzportja szempontjabol
érdemes 0sszehasonlitani a mikroszomalis enzimek aktivitasat — azonos koriilmények kozott —
intakt vezikulumokban és a membran permeabilizalasa utan. Luminalis aktiv centrummal
rendelkezd enzimek esetében gyakran megfigyelhetd, hogy a permeabilizalt mikroszémaban
mért aktivitasnak csak egy része detektalhato intakt vezikulumokban. A jelenséget latencianak

hivjak; szamszer(i jellemzésére az alabbi képletet alkalmazzuk.

] Vv e —\/
latencia (%) _ permeabilkalt intakt %100
Vpermeabil'zélt

(Vpermeabilizalt: @ permeabilizalt mikroszomaban mért aktivitas, Vinake: az intakt mikroszomaban

mért aktivitas azonos koriilmények kozott)

4.3. Fehérjetiolok fogydsanak vizsgdlata

A mikroszomalis fehérjék tiolcsoportjainak diszulfidda oxidalodasa az ER-ben zajlo
un. oxidativ fehérjeérés (oxidativ folding) kulcsmozzanata. E reakcié tanulméanyozéasakor az
intakt vagy permeabilizalt mikroszomat (rendszerint 1 mg protein/ml) 37 °C-on MOPS
pufferben inkubaltuk, majd a reakciot a fehérjék savas kicsapasaval (0,05 térfogat 100%-0s
triklorecetsav (W/V) hozzaadasa) allitottuk le. A fehérjecsapadékot gyors centrifugalassal
(20000 x g, 5 perc, 4 °C) iilepitettiik, és reszuszpendalas eldtt a kismolekulaju tiolokat (pl.
GSH) a puffer cseréjével eltavolitottuk. Az igy nyert szuszpenzio szabad tiolcsoportjainak
bisz-(2-nitrobenzoesav)-bol diszulfidkicserélddéssel felszabadulo tio-nitrobenzoat fotometrias
mérése. A kiindulasi értékt6l valo eltérés alapjan szamitottuk a fehérje-tioloxidacio

sebességét, melyet rendszerint (pmol vagy nmol/perc/mg fehérje) egységben fejeztiink ki.
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4.4. Az aszkorbdt mennyiségi meghatdarozdsa

A mikroszémahoz kiviilrél hozzdadott vagy (GLO enzimmel rendelkezé mikroszéoma
esetén) helyben keletkezd aszkorbat mennyiségét legtobbszor Omaye ¢és munkatarsai
modszerével mértik [336]. Az intakt vagy permeabilizalt mikroszémat (rendszerint 1 mg
protein/ml) 37 °C-on MOPS pufferben inkubaltuk, majd a reakciokat a fehérjék savas
kicsapasaval (0,05 térfogat 100%-0s (W/V) triklorecetsav hozzaadasa) allitottuk le. A
fehérjecsapadéktol gyors centrifugéalassal (20000 x g, 5 perc, 4 °C) szabadultunk meg, ¢és a
feliiluszoban oldott aszkorbatot FeCls oldattal reagaltattuk. Az aszkorbat hatasara keletkezd

Fe*" ionok a,a’-dipiridillel képzett, szines komplexét végiil fotométerrel detektaltuk.

Az aszkorbat és dehidroaszkorbat HPLC-vel torténé meghatarozasakor a mikroszoma
szuszpenziojahoz 0,3 térfogat 25%-0s (W/V) metafoszforsavat (dehidroaszkorbat
visszaredukalasahoz 10 mM ditiotreitollal kiegészitve) adtunk. A méajak aszkorbattartalmanak
mérésekor pedig a szovetdarabokat 0,05 M metafoszforsavat, 0,005 M Na,EDTA-t és 1,7 g/l
K20sS,-t tartalmazod oldatban homogenizaltuk. A mintakat a kromatografias eljaras el6tt
minden esetben centrifugalassal (20000 x g, 10 perc, 4 °C) fehérjementesitettiik. A C18-as
oszlopon végzett izokratikus (1 ml/perc) elvalasztashoz 0,1 M NaH,PO,, 0,2 mM EDTA, pH
3,1 eluenst hasznaltunk, és az aszkorbat mennyiségét az UV-detektalassal (254 nm

hullamhosszon) kapott cstics alatti teriilet alapjan szamszer(sitettiik [337].

4.5. A NAD(P)H fogydsdanak és termelodésének fluoreszcens mérése

Mikroszomalis kisérleteink soran a redukalt piridin-nukleotidok (NADH vagy
NADPH) mennyiségi valtozasainak folyamatos (,,real time”) nyomonkdvetését jellegzetes
fluoreszcencigjuk  (maximuma 350 nm-es gerjesztési és 460 nm-es kibocsatasi
hullamhossznal) tette lehetové. A mddszer alkalmazasakor figyelembe kell venni, hogy 1.) az
ER membranja nem 4ateresztd a piridin-nukleotidok szdmara, és 2.) a mikroszomalis
vezikulumok kiils6 felszinén elhelyezkedé oxidaz és oxigenaz enzimek a veliik érintkezd
NADH-t ¢és NADPH-t azonnal eloxidaljak (lasd 5.2.1. fejezet). Ez utdbbi jelenség
legegyszeriibben az oxidalt nukleotid (pl. NADP') nagy koncentracioju (1-2 mM)
alkalmazasaval védheté ki. A lumenben elhelyezkedé dehidrogenazok (H6PD, 11BHSD)
aktivitasat ezért ezzel a modszerrel csak a membran permeabilizaldsa utan, és csak NADPH-
keletkezés irdnydban lehet megmérni. Ezeknél a kisérleteknél a mikroszomat (0,5-1 mg

fehérje/ml) 1-2 mM NADP*-t tartalmaz6 MOPS pufferben inkubaltuk 4lland6 keverés és a
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fluoreszcencia folyamatos detektdldsa mellett. A szubsztrat (pl. gluk6z-6-foszfat, fruktdz-6-
foszfat vagy kortizol) hozzaadasa utan a membrant Triton X-100 vagy alameticin segitségével
permeabilizaltuk, és néhany percig rogzitettiik a fluoreszcencia egyenletes emelkedését. A
kisérletek befejezéseként kalibracié céljabol ismert mennyiségli NADPH-t adtunk az

elegyhez.

Kelléen ¢érzékeny ¢és pontos miszer alkalmazasaval (és a mikroszomalis
fehérjekoncentracié emelése utan) az intakt vezikulumok endogén NAD(P)H-tartalma is
detektalhatd. Ilyenkor azonban a kis mennyiség €s a viszonylag alacsony jel/zaj arany miatt
kalibralasra és az eredmények szamszerlsitésére nincs lehetdség, csupan a valtozasok iranya

¢s relativ mértéke vehetd figyelembe.

4.6. Transzportmérések

4.6.1. Fényszorasos modszer

A mikroszomalis membran permeabilitdsanak vizsgalatira bizonyos esetekben jol
hasznalhato indirekt eljaras a fényszorasos modszer [338]. A mérés eldtt a vezikulumok
duzzadasanak eléréséhez a mikroszomat hipotonias pufferben (5 mM 1,4-piperazin-
dietanszulfonsav — PIPES, pH 7,0) kihigitjuk (50-100 pg/ml) és hosszt ideig (60-120 perc)
inkubaljuk. A mérés soran a szuszpenzidt allandd keverés mellett a spektrofluoriméter
kiivettajaban tartjuk. A mikroszomalis vezikulumok altal okozott fényszoras mértékét azonos

»gerjesztési” és ,,emisszids” hullamhosszak beéllitasaval folyamatosan detektaljuk.

A duzzadt vezikulumok viszonylag nagy atlagos atmérdjikk kovetkeztében csak kis
mértékben szorjadk a 400-550 nm hullamhosszusagu fényt. Ha azonban egy membranon
athatolni képtelen anyagot viszonylag magas koncentracioban (20-25 mM) adunk a
szuszpenzidhoz, az ozmozis kovetkeztében zsugorodo6 vezikulumok fényszorasa ugrasszeriien
megnd. A fényszoras mindaddig magas marad, ameddig permeabilizalé agenssel (alameticin)
lehetévé nem tessziik a koncentraciok kiegyenlitddését az intra- ¢€s extravezikularis
folyadéktér kozott. Ha a membran integritasat detergenssel megsziintetjiik, a fényszoras

gyakorlatilag nulla szintre csokken (7. abra).
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7. abra A permeabilitas vizsgalatanak fényszorasos technikdja
A hipotonias pufferben duzzadt vezikulumok viszonylag alacsony fényszorasa ozmolit
hozzaadéasakor a zsugorodas kovetkeztében gyorsan emelkedik. A koncentracidok
kiegyenlitédésekor a vezikulumméret és a fényszoras a kezdeti értékhez tér vissza. Az ehhez
sziikséges id0 a vizsgalt anyag iranti permeabilitastol fligg — impermeabilis anyagok (pl.
szacharoz, citrat) esetén porusképzo alameticinnel kivalthato. Detergens (pl. Triton X-100)
hatasara a membran integritasa, a vezikulumszerkezet €s a fényszoras megsziinik.

Olyan vegyliletek hozzaadasakor, amelyek a viznél 1ényegesen lassabban haladnak &t
a mikroszomalis membrdnon, az ugrasszerli fényszoras-novekedést fokozatos csokkenés
koveti, mig végiil — a higuléstdl eltekintve — visszadll az eredeti alap fényszoras érték. A
membran adott vegylilet iranti permeabilitasara a fényszoras-novekedés mértékébdl (a cstlics
magassaga) ¢és a kiindulasi értékhez vald visszatérés idétartaméabol (a lejtd meredeksége)
kovetkeztethetiink. Amennyiben a vizsgalt vegyiilet olyan sebességgel — vagy akar
gyorsabban — jut 4t a membranon, mint a vizmolekulak, akkor a kezdeti fényszoras-novekedés

el is maradhat, és csupan a higulés altal okozott fényszoras-csokkenés lathato.
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4.6.2. Gyors szirés és gyors lilepités

A mikroszomadlis transzport kozvetlen detektalasara olyan moddszerek alkalmasak,
amelyek az intra- és extravezikularis folyadékterek elvalasztasan alapulnak. Az elvalasztast —
a vezikulumokat visszatarto — kis porusu (0,22-0,45 um) celluloz-nitrat/celluloz-acetat filteren
keresztiili sziirés [338] vagy a vezikulumok iilepitését eldsegitd polietilénglikol (PEG)
jelenlétében végzett centrifugalas [339] teszi lehetové. Mindkét esetben lehetdség van az
elkiilonitett vezikulumok ,,mosasara”, vagyis a szird atoblitésére vagy az ujraszuszpendalt
mikroszoma ismételt iilepitésére. A mosasnal rendszerint jéghideg puffert hasznalunk, amely
gyakran a vizsgalt transzport gatloszerét is tartalmazza, hogy a luminalis anyag veszteségét
minimalizaljuk. A vizsgalt vegylilet filteren maradt, illetve kililepedett mennyiségét kelléen
érzékeny és pontos modszerrel mérve meghatarozhatjuk a mikroszomahoz asszocialt anyag
mennyiségét, amely (nagyobb) részben a vezikulumok belsejében, (kisebb) részben a
membranhoz tapadva talalhatdé. Hogy a valddi 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 egyenld. Akar sziirjiik, akar iilepitjiik a
mikroszomat, a veszteség mértéke kevesebb mint 5%, és ezt az alameticinkezelés nem

befolyasolja (8. abra).

intakt permeabilizalt
mikroszoéma mikroszoma
— — —
/ N 7 N 7 v 7z \
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8. abra A transzport vizsgadlatdra alkalmas ,, gyors sziirés” modszer
A szlirés és mosas utan csak az intakt vezikulum belsejében elhelyezkedd és membranjahoz
tapado anyag marad a sziirdn. Permeabilizalt vezikulumok esetén a luminalis molekulak is
lemoshatok, igy a sziiré csak a membranhoz tapadd anyagot tartja vissza. Az intravezikularis
tartalom tehat a két mérés eredményének kiilonbségeként meghatarozhato.

A befelé iranyulo transzport (felvétel) mérésekor a sziikséges koncentraciogradienst

egyszerlien a mikroszoma ¢€s a vizsgalt anyag Osszekeverésével hozzuk létre. Kifelé irdanyuld
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transzport (leadas) mérésekor a mikroszomat elézdleg kis térfogatban feltdltjiik a vizsgalt
anyaggal (hozzaadas utan hosszasan eldinkubaljuk vagy tobbszor fagyasztjuk és olvasztjuk),
majd a sziikséges koncentraciogradienst tobbszords térfogatra vald higitassal allitjuk el6.
Mindkét esetben a transzport beinditasatol szamitva kiilonb6z6 idépontokban hatdrozzuk meg

a luminalis anyagmennyiséget.

A gyors szlirés/iilepités a fényszorasos modszerhez sziikségesnél joval alacsonyabb
koncentraciok mellett is lehetdséget ad a transzport nyomonkdvetésére, amennyiben a
transzportalt vegyiilet érzékeny és pontos mennyiségi meghatarozasara lehetéség van. Ez
utobbit legtobbszor radioaktiv analdgok (,.tracer’-ek) alkalmazédsaval biztositjuk, és a
sztiréssel elkiilonitett vezikulakban foly¢kony szcintillaciés modszerrel detektaljuk a kérdéses
vegyiiletet. A mddszer alkalmazasat korlatozza, hogy sok esetben a vizsgalni kivant vegyiilet
radioaktivan jeldlt valtozata nem, vagy csak nagyon dragan beszerezhetd. E problémaval mi is
szembesiiltiink sajat kutatdsaink soran, ezért kidolgoztuk az eljaras alternativ, radioaktiv
jelolést nem igényld valtozatat. A sziirést kdvetden, a filter folyékony szcintillacios koktélban
val6 feloldésa helyett, a sziird altal visszatartott vegyiileteket extrahaljuk, és mennyiségiiket
tandem tomegspektrometriaval kombinalt HPLC-s mddszer (HPLC-MS/MS) segitségével
hatarozzuk meg. A HPLC-MS/MS detektalas pontossaga és érzékenysége eléri, s6t meg is
haladja a radioaktiv jelolésen és szcintillacié szamolasan alapuld mérését. A modszert elGszor
kiilonb6zé glukuronidok transzportjdnak mérésére fejlesztettiik ki, és a leghatékonyabb

extrahalasi eljaras megbizhatosagat tobb vegyiilet esetén is ellendriztiik [Staines et al., 2005].

Az o6sztradiol-glukuronid mikroszomalis transzportjat az ) €s a hagyomanyos,
radioaktiv jelolésen alapuldé modszerrel mérve azonos idofiiggést, kezdeti sebességet és
egyensulyi viszonyokat detektaltunk, ami megerdsiti a metodika alkalmazhatosagat [Csala et
al., 2004]. Amennyiben MS/MS technika nem all rendelkezésre, a modszer fluoreszcens és
abszorbancids detektorral felszerelt HPLC felhasznalasaval is kivitelezhetd. Igaz, hogy
ilyenkor valamivel magasabb — de szamos jol detektalhatd vegylilet esetén a fényszorasos
technikdhoz sziikségesnél még mindig joval alacsonyabb — koncentraciokat (1-2 mM) kell

alkalmazni [Révész et al., 2007].

Amellett, hogy a HPLC-alapi mérés sziikségtelenné teszi a koltséges radioaktiv
analogok alkalmazasat, és ezaltal lehetové teszi az eddigieknél 1ényegesen tobbféle vegyiilet
transzportjanak mérését, alkalmazisa szamos egyéb eldnnyel is jar. Mig a radioaktivités
detektaldsa nem ad informdcidt a vizsgalt vegyiilet épsége feldl (hiszen az izotdpot

tartalmazo, esetleg lehasadt molekularészlet éppugy sugaroz, mint az eredeti molekula), az 1y

71



dc_997 15

modszerrel a kisérlet soran folyamatosan nyomon tudjuk kovetni a szubsztrat esetleges
bomlasat. Rdadasul egyszerre tobb vegyiilet transzportjat is megfigyelhetjiik, amire eddig nem

volt lehetdség (9. abra) [Staines et al., 2005].
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9. abra Morfin és morfin-3-glukuronid szimultan mérése HPLC-MSIMS modszerrel
[Staines et al., 2005]

Az aglikont és glukuronidjat parhuzamosan detektaltuk a tomegspektrométer két kiilonb6z6
eljarasat alkalmazva. A vizszintes tengelyen a HPLC-s elualasi 1d6t, a fliggdlegesen a
tomegspektrométerben detektalt jel nagysagat (a maximum %-aban) tlintettiik fel.

A magasabb cstcs a glukuronidnak, az alacsonyabb az aglikonnak felel meg. Nagyszamu
mérés egy jellemzd regisztratuma lathat6 az dbran.

Az altalunk beallitott (1j modszert sikerrel alkalmaztuk a glukuronid-transzporterek
funkcionalis jellemzéséhez és szubsztratspecificitasanak vizsgalatahoz [Csala et al., 2004;
Révész et al., 2007], valamint a mikroszomaban wjonnan keletkez6 morfin-3-glukuronid
luminalis akkumulalodasanak kimutatasahoz [Révész et al., 2013]. Ez utobbi esetben mar
nem csupan klasszikus értelemben vett transzportmérés tortént, ugyanis a kisérlet soran
végbemend reakcio egyik termékének lokalizacidjat tudtuk nyomon kovetni, ami radioaktiv
jeloléssel szintén nem volna megoldhato (10. abra). A modszer fejlesztése tehat olyan
lehetdségeket kinal, amelyeket az ER miikodésének vizsgélatira valtozatos mdodon ki lehet

aknazni.
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90+

Mikroszdmahoz asszocialdédd M3G
(pmol / mg fehérje)

|d6 (perc)

10. abra 4 mikroszomdban keletkezé morfin-3-glukuronid luminalis felhalmozodasa
[Révész et al., 2013]

Intakt (@) és alameticinnel permeabilizalt (0) patkany majmikroszomat (1 mg/ml fehérje)
inkubaltunk UDP-glukuronsav (2 mM) és morfin (100 uM) jelenlétében 37 °C-on. A morfin-
3-glukuronid keletkezése tobb mint 10-szer gyorsabb volt a permeabilizalt vezikulumokban
(458,80 + 61,97 vs. 44,85 + 4,08 pmol/perc/mg fehérje; P < 0,001; n=3). A mikroszomahoz
asszocialt (luminalis és felszinhez tapadt, illetve permeabilizalt mikroszoméaban csak
felszinhez tapadt) morfin-3-glukuronod mennyiségét a jelzett idépontokban gyors sziirést
kovetd HPLC-MS/MS méréssel hataroztuk meg.

Atlag + széras, n=3.

73



dc_997 15

5. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

5.1. A luminadlis tiol-diszulfid redox rendszer oxidalt dllapotanak fenntartisa

az endoplazmas retikulumban

5.1.1. Glutationtranszport az endo/szarkoplazmas retikulumban

A citoplazma és az ER lumene kozotti GSH/GSSG redox potencialkiilonbséget
korabban az oxidativ folding, vagyis a diszulfidképzodés feltételének, ujabban pedig inkabb
melléktermékének tekintik. Kozponti kérdés azonban, hogy a luminalis oxidalt és a
citoplazmai redukalt tiol-diszulfid rendszerek milyen kapcsolatban allnak egymassal. A
kérdés megvalaszolasa szempontjabdl kiemelkedden fontos a glutation ER-membranon
keresztiili transzportjanak megismerése. A lumenben magasabb GSSG- ¢és alacsonyabb GSH-
szintek fenntarthatosaga nagymértékben mulik azon, hogy a membran mekkora permeabilitast
mutat a glutation redukalt és oxidalt alakja irdant. A kérdés jelentdségét tovabb ndveli

glutationgradiens kézremiikodése a RyR kalciumcsatorna szabalyozasaban.

A

fényszoras mertéke

2 perc = TC

11. abra Agy-, mdj-, sziv- és izomeredetii mikroszoma glutationpermeabilitasa
[Csala et al., 20014a]

Nyul kiilonb6z6 szoveteibdl preparalt mikroszoma glutation iranti atereszt6képességét mértiik
fényszorasos modszerrel. A nyilak a GSH (A) és GSSG (B) adasanak idépontjat mutatjak. A
vizsgalt preparatumok koziil csupan az izom mikroszoma — kiilondsen annak terminalis
ciszterna frakcigja (TC) — mutatott jelentds glutationpermeabilitast.

Hat-tiz analizisbdl szarmazo, jellemz6 regisztratumok lathatok az abran.
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Nyual kiilonb6zd szoveteibdl (maj, szivizom, agy, vazizom) izolalt mikroszoman
(Iényegében a sejt tobbi részétdl izolalt endoplazmas, illetve szarkoplazmas retikulumban)
vizsgaltuk a glutation transzportjat ,,gyors szliréses” és fényszorasos modszerrel (11. abra).
Varakozasunknak megfelelden, a majmikroszoma membranja csak nagyon lasst GSH- és
GSSG-aramlast tett lehetdvé [Csala et al., 2001a]. Ez 6sszhangban van a patkanyok majabol
preparalt mikroszoma esetében kapott eredményekkel, bar ott a GSSG transzportja még a

GSH-énal is lassabbnak bizonyult [260].

A szivizombdl €és agybol izolalt mikroszoma a majbol izolalthoz hasonldan kis
glutationpermeabilitast mutatott, azonban a vazizombdl késziilt szarkoplazmas retikulum
eredetli vezikulumok membranja jelentds GSH- és GSSG-ataramlast tett lehetdvé. Ebben a
mikroszoméban a GSH-transzport kezdeti sebessége csaknem hatszor nagyobb volt a majbol
preparalthoz képest. Mivel a vazizom szarkoplazmds retikuluma 1-es tipusi RyR
kalciumcsatornaban (RyR1) gazdag, felvetédott ennek szerepe a glutationtranszportban. Ezt a
feltételezést az is alatamasztotta, hogy a tisztitott terminalis ciszterna (TC) vezikulumok,
amelyekben a RyR1 feldusul, még a vazizom mikroszoémanal is l1ényegesen gyorsabban vették
fel a glutationt. A RyR1 ismert inhibitorai (ruténiumvérds, Mg®, La** és magas
gatoltak a glutationtranszportot. Rdadasul a magnéziumionnal kivaltott gatlas felfliggeszthetd
volt a RyR1 ismert aktivatoraival (AMP, ADP, ATP, acil-KoA) (12. abra) [Csala et al.,
2001a; Banhegyi et al., 2003a].

Megfigyeltiik tovabba, hogy a RyR1 redox szabdlyozasa nem csak a Ca®", hanem a
glutation transzportjaban is megmutatkozik, azaz GSH-elokezelés utan ruténiumvordssel sem
a Ca®*-kiaramlast, sem a glutationbearamlast nem tudtuk gatolni [Banhegyi et al., 2003a]. A
RyR1-et overexpresszald transzfektalt sejtekbdl késziilt mikroszoman tovabbi bizonyitékokat
szereztlink a csatorna glutationtranszportban jatszott szerepére. Ezekben a mikroszomakban
ugyanis — a vad tipust sejtekbdl preparalttal ellentétben — a GSH transzportja gatolhatd volt a
RyR1 inhibitoraival (13. abra) [Banhegyi et al., 2003a].
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12. abra A rianodin-receptor gatlo- és aktivaloszereinek hatdsa a vazizom-eredetii
mikroszoma glutationpermeabilitasara
[Csala et al., 2001a]

Nyul vazizombol preparalt mikroszoma glutation iranti ateresztOképességét mértiik
fényszorasos modszerrel. A nyilak a GSH (A ¢és C), valamint GSSG (B ¢s D) adasanak
1dépontjat mutatjak.

A és B: A RyR gatloszerei csokkentik a glutationpermeabilitast.

C és D: A RyR aktivalészerei fokozzak a (magnéziummal gatolt) glutationpermeabilitast.
Hat-tiz analizisbdl szarmazo, jellemz0 regisztratumok lathatok az abran.
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13. abra Glutationfelvétel vad tipusu és RyR1-transzfektalt HEK-293 sejtekbol késziilt
mikroszomadban
[Banhegyi et al., 2003a]

Radioaktiv izotoppal jelzett GSH-t felhasznalva 3 perces inkubalés utan gyors sziliréssel
mértiilk a mikroszomaba jutott glutation mennyiségét. A kontroll (elokezelés nélkiili) értékeket
a vilagos oszlopok mutatjak. A RyR-gatl6 ruténium vords (RR), rianodin (Ri) és
magnéziumion hatasat a RyR1-et termel6 sejtekbdl preparalt mikroszomaban (jobb oldali
o0szlopok) és vad tipusubol szarmazo mikroszémaban (bal oldali oszlopok) egyarant
megvizsgaltuk.

Atlag + hiba, n=3-5.

Mindezek alapjan kijelenthetd, hogy a RyR1 kalciumcsatorna glutation szdmara is
atjarast tud biztositani a vazizom szarkoplazmas retikulum membranjan keresztiil, vagyis nem
csak szenzora, hanem alakitoja is a transzmembran tiol-diszulfid-gradiensnek [Csala et al.,
2003]. A jelenség fiziologias szerepe tovabbi vizsgalatokat igényel. Az altalunk észlelt és leirt
jelenség nem példa nélkiil 4116, ugyanis mar kordbban bebizonyosodott, hogy a RyR csatorna
nem kizardlag Ca?*, hanem mas — viszonylag kis molekulatomegii — kationok (kolin és tris)
vagy neutralis vegyiiletek (glukéz, xiléz és glicin), s6t bizonyos koriilmények kozott akar a
nagyméretli neomicin ateresztésére is képes [340]. Raadasul a glutation mas iontranszporteren
(pl. cisztds fibrdzis transzmembran konduktancia regulator, CFTR) keresztiili atjutdsat is

megfigyelték [341].
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Fontos megjegyezni, hogy a vazizom szarkoplazmas retikulum membranjanak
nagyfoku glutationpermeabilitasa, amely akar meg is sziintetheti a luminalis tioloxidalo
kornyezetet, nem egyeztethetd Ossze az egyes szovettipusokra jellemzd intenziv luminalis
fehérjeéréssel, ¢és a velejar6 diszulfidképzodéssel. Jol értelmezheték tehat a
majmikroszémaban kapott eredményeink, melyek alapjan ugyanakkor az is kizarhato, hogy az
oxidalt glutationdiszulfid szelektiv befelé iranyuld transzportja biztositana a lumen oxidalo
kornyezetét. Megfigyeléseink azt a modellt tamasztjadk ald, mely szerint a lumenben
folyamatosan zajlé glutationoxidaciot passzivan koveti a GSH lasst be-, illetve a GSSG még

lassabb kidramlasa, ami nem képes elmosni a gradienseket.

A tovabbiakban azokat a mechanizmusokat vizsgaltuk, amelyek a lumindlis

tioloxidacioért tehetok feleldssé.

5.1.2. Aszkorbatszintézis altal kivaltott tioloxidacio

A legtobb allat képes az aszkorbat endogén eldallitdsara. Az UDP-glukuronatbol
kiindul6 aszkorbatszintézis utolso 1épését katalizaldo gulonolakton-oxidaz (GLO) enzim pedig
az ER integrans membranfehérjéje [Banhegyi et al., 1997; Banhegyi et al., 1998]. A y-L-
gulonolakton oxigénnel reagédl, ami aszkorbat és hidrogén-peroxid keletkezésével jar.
Feltételezésiinket, mely szerint ez a reakcid a glutation oxidacidjdhoz vezethet, egér ¢és
patkany majmikroszéman, valamint izolalt egér majsejteken végzett kisérletekkel igazoltuk.
Gulonolakton hatasara fokozott glutationfogyast tapasztaltunk mind a mikroszémaban, mind
izolalt sejtekben, és kimutattuk, hogy a mikroszomahoz adott glutation elsdsorban
intraluminalisan oxidalodik (1. tablazat) [Puskas et al., 1998]. Az ujonnan szintetizalt
aszkorbat méréseink szerint szintén a vezikulumok Iumenében jelent meg elészor.
Gulonolakton hozzdadasa utdn ugyanis az intravezikularis aszkorbatkoncentraciéo gyorsan
emelkedett, néhany masodperc alatt megkdozelitette, és egy percen belill elérte az egyensulyt;
az extravezikularis aszkorbatkoncentracid viszont lassabban és a kisérlet idOtartama alatt
folyamatosan emelkedett, de végig alacsonyabb volt az intravezikularisnal (14. abra).
Mindkét eredmény azt valdsziniisiti, hogy a membranban talalhatdé gulonolakton-oxidaz aktiv
centruma az ER lumenében helyezkedik el. A glutationtiolok oxidacioja katalazzal 87%-ban
kivédhetd volt, ami azt mutatja, hogy annak nagy részéért a keletkezé hidrogén-peroxid
felelés [Banhegyi et al., 1996]. Felvet6dott ugyanakkor annak a lehetdsége, hogy valamilyen

modon a keletkezd aszkorbat is hozz4ajarulhat a tioloxidaciohoz.
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intravezikularis extravezikularis
GSH (mM) GSSG (mM) GSH (mM) GSSG (mM)

0 perc 419 0.65 3.28 0.15
Zﬁi‘:ﬁ)lak con nélkil 3,59 + 0,71 163+0,63  520+£0,10  0,16=0,12

5 perc

10 mM gulonolaktonnal 2,03 +0,33 2,69+ 0,43 5,33 £1,06 0,75+0,11

1. tablazat Gulonolakton-oxiddz aktivitassal osszefiiggd glutationoxidaciéo GSH-val feltoltott
majmikroszomaban
[Puskas et al., 1998]

A patkany majmikroszomat 5 mM GSH-val toltottiik fel, majd 5 perces inkubalas elétt és utan
PEG-precipitacidval valasztottuk el az intra- és extravezikularis folyadéktereket.
Mindkettdben megmértiik a GSH és a GSSG mennyiségét és kiszamitottuk a koncentracidkat.
Atlag + szoras; n=2-6.

1000~

100+

aszkorbatkoncentracio (M)

10 T T T
0 100 200 300
idé (s)

14. abra Az ujonnan szintetizalt aszkorbdt megoszldsa az intra- és extravezikuldaris
folyadéktérben
[Puskas et al., 1998]

Patkany majmikroszomat (10 mg fehérje/ml) inkubaltunk gulonolakton (10 mM) jelenlétében,
és kiilonb6z6 idopontokban PEG-precipitacioval valasztottuk el az intra- és extravezikularis
folyadéktereket. Mindkettdben megmértiik az aszkorbat mennyiségét és kiszamitottuk az
intra- (@) és extravezikularis (o) aszkorbatkoncentraciokat. (A néhany masodpercet igénybe
vevd elvalasztds miatt az intravezikularis koncentraci6 gyors, kezdeti ndvekedése nem
lathato.)

Atlag + szoras, n=4-8.
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Ha a patkany majmikroszomat (hozzaadott glutation nélkiil) kezeltiik gulonolaktonnal,
akkor a fehérjetiolok oxidalodtak, mikdzben az aszkorbat mellett dehidroaszkorbat is
keletkezett (15. abra) [Csala et al., 1999]. Természetesen a gulonolaktonnak ilyen hatasa nem

volt tengerimalac mikroszomaban, ahol a GLO enzim hianyzik.

o A B

w
o
T

16 |

o
o
T

10 +

fehérjetiol-oxidacio (nmol/mg fehérje)

aszkorbat- / dehidroaszkorbat-termelés (nmol/mg fehérje)

1 1 1 1
0 15 30 45 60 2 e 30 P &0

idé (perc) id6 (perc)

15. dbra Aszkorbatszintézist kiséro fehérjetiol-oxidacio és dehidroaszkorbat-termelés
majmikroszomaban
[Csala et al., 1999]

A: Patkany (e) és tengerimalac ( A ) majmikroszomat 1 mM gulonolakton jelenlétében
inkubaltunk 37 °C-on, és kiilonb6z6 idépontokban megmértiik a fehérjetiolok mennyiségét,
majd kiszamitottuk a tioloxidacido mértékét. Az dbran 8-16 mérés eredményeibdl kapott
atlagok vannak feltiintetve; a szords mindentitt kisebb volt az atlag 10%-anal.

B: Aszkorbat (m) és dehidroaszkorbat (@) mennyiségének alakulasa patkany
majmikroszémaban 1 mM gulonolakton hozzaadasa utan. Atlag + szoras, n=3.

Az aszkorbatszintézishez kapcsolddo tioloxidacid nagyrészt oxidativ mellékterméknek
tekinthetd; és kizarolag olyan allatok anyagcseréje szempontjabdl fontos, amelyek a GLO
enzimet — és ezzel aszkorbatszintetizald képességiiket — az evollicido soran meglrizték. A
jelenség magyarazatul szolgalhat arra, miért lehetett eldnyds bizonyos fajok (pl. ember és
tengerimalac) szdmara ennek a képességnek az elvesztése a GLO mutacidja kovetkeztében.

Az a lehetség azonban, hogy az aszkorbat (illetve C-vitamin) részt vehet a tioloxidacidban,
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az oxidativ fehérjeérés szempontjabol human vonatkozéasban is rendkiviil fontos, ezért tovabbi

vizsgélataink erre iranyultak.

5.1.3. Fehérjetiolok oxidacidja dehidroaszkorbat hatasara

A majmikroszémaban a fehérjék tiol csoportjainak (altalaban 40-50 nmol/mg fehérje)
oxidacioja oxigén jelenlétében végzett hosszabb (60 perc, 37°C) inkubacid alatt is csak alig
detektalhatoé (patkany, tengerimalac és human majbol szarmazd preparatumokban, a fajtol
fliggben 2-18 pmol/perc/mg fehérje) [Csala et al., 1999]. Ez azt valdsziniisiti, hogy
valamilyen citoplazméban megtaladlhato vegyiilet(ek) sziikséges(ek) ahhoz, hogy az ER az
egyik alapfunkcidjanak tekinthetd oxidativ fehérjeérést biztositani tudja. Ha az intakt
mikroszomahoz dehidroaszkorbatot adtunk — amelyrdl ismert, hogy képes bejutni a lumenbe,
¢s ott a PDI egyik lehetséges szubsztratja —, a tioloxidacidé a varakozéasnak megfeleléen

jelentésen fokozodott (2. tablazat) [Nardai et al., 2001].

dehidroaszkorbat- dehidroaszkorbat-

mikroszomalis
. i gr 1 reduktaz reduktaz fehérjetiol-
BB patkany  fehexjutlol aktivitas aktivitas oxidécio
(GSH mellett) (GSH nélkiil)
nmol/mg fehérje  nmol/perc/mg fehérje — nmol/perc/mg fehérje  nmol/perc/mg fehérje
kontroll 52,9+1,2 498 +£1,71 0,228 +£ 0,030 0,183 £0,036
diabéteszes 65,1 +3,0 6,32 +0,73 0,555+ 0,129 0,310+ 0,156

2. tablazat Dehidroaszkorbat-reduktaz aktivitas és azzal osszefiiggo fehérjetiol-oxidacio
kontroll és diabéteszes patkanyok majabol preparalt mikroszomdaban
[Nardai et al., 2001]

Kontroll és spontan diabéteszes BioBreeding/Worcester (BB) patkanyok majabol preparalt
mikroszémahoz 1 mM dehidroaszkorbatot adtunk, majd megmértiik a dehidroaszkorbat
redukcidjat, illetve a fehérjetiolok fogyasat. A dehidroaszkorbat redukciojat 2 mM glutation
jelenlétében is megvizsgaltuk.

Atlag + szoras; n=3.

Radioaktiv izotoppal jelolt dehidroaszkorbat alkalmazasaval a radioaktivitas jelentds
feldisulasat észleltiik a diabéteszes allatok majabol szdrmazd mikroszomalis vezikulumok
lumenében. A kontroll BB ¢és Harlan Sprague-Dawley patkanyokbol szarmazo
mikroszémaban 5-10 perc alatt kiegyenlitddott a koncentraciogradiens, €s beallt az egyensuly,
a lumenben a dehidroaszkorbat szintje elérte az extravezikularis koncentraciot. A diabéteszes

allatokbol szarmaz6 mikroszémaban azonban a dehidroaszkorbat latszolag az extravezikularis
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koncentréacio6 kétszereséig halmozodott fel a lumenben. Mivel a dehidroaszkorbat transzportja
facilitalt diffuzio, és a kisérleti koriilmények aktiv transzportot egyébként sem tettek lehetdvé,
a duasulas arra utal, hogy a felvett dehidroaszkorbatbol keletkez6 aszkorbat a vezikulumok

belsejében reked (16. abra).

luminalis dehidroaszkorbat (nmol/mg fehérje)

0 T T
0 5 10

id6 (perc)

16. abra Dehidroaszkorbat-felvétel idogorbéje majmikroszomaban
[Nardai et al., 2001]

Kontroll (o) és diabéteszes (o) BB, valamint Harlan Sprague-Dawley (o) patkanyok majabol
késziilt mikroszomahoz 1mM dehidroaszkorbatot és annak radioaktiv izotoppal jelolt
analogjat adtuk, majd a gyors sziirés modszerrel nyomon kovettiik a luminalis radioaktivitas
alakulasat, amibdl kiszamitottuk a luminalis dehidroaszkorbat mennyiségét.

Atlag + szoras, n=3; illetve atlag, n=2.

Kiilonb6z6 mennyiségli  fehérjetiolt tartalmazé mikroszoma prepardtumokat
Osszehasonlitva korrelaciot talaltunk a rendelkezésre allo — diszulfidda oxidalhatdé — tiolok
mennyisége €s az aszkorbat felhalmozddasa kozott, mig a dehidroaszkorbat bedramlasanak

kezdeti sebessége nem mutatott eltérést. A spontan diabéteszes BioBreeding/Worcester (BB)
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patkanyok majabol késziilt mikroszoma lényegesen tobb redukalt tiolt tartalmaz, mint a
kontroll BB vagy Harlan Sprague-Dawley patkanyokbol szarmazo, de a PDI mennyisége nem
tér el szignifikdnsan. A diabéteszes allatokbol preparalt mikroszoéméban a tobb tiol csoportbol
dehidroaszkorbat hatasara tobb oxidalodott (2. tablazat), és ezzel parhuzamosan az azonos
sebességgel torténd dehidroaszkorbat-felvétel nagyjabol kétszer akkora

aszkorbatfelhalmozodast eredményezett, mint a kontrollokban [Nardai et al., 2001].

A dehidroaszkorbattal kivaltott luminalis fehérjetiol-oxidacid csak akkor birhat
fiziologias jelentéséggel, ha aszkorbatbol az ER-ben vagy annak kézelében dehidroaszkorbat
keletkezik, ugyanis a citoplazma elsdsorban aszkorbatot tartalmaz. Tovabbi kisérleteinkben
tehat arra kerestik a valaszt, vajon aszkorbattal is kivalthaté-e a dehidroaszkorbatéhoz

hasonlo effektus.

5.1.4. Fehérjetiolok oxidacidja aszkorbat hatasara

Szemben a kontroll (kezeletlen) patkany majmikroszomaval — ahol a fehérjetiolok
inkubalt mikroszomaban egy ora alatt a fehérjetiolok mintegy 50%-a elfogyott. Két ora
inkubdléssal ez 70%-ig (28,8 = 5,1 nmol/mg fehérje; atlag + szoras, n=6) fokozodott, de
ezutdn — hidba volt még aszkorbat jelen a médiumban — a fehérjetiol-fogyas mar nem
folytatodott tovabb. A tiolfogyds oxidacio, pontosabban diszulfidképzddés kovetkezménye
volt, ugyanis az inkubalas végén a tiolokat merkaptoetanollal regeneralni tudtuk. Az eredeti
hipotézisiinknek megfeleléen a mikroszomalis fehérjetiol-oxidaciot patkany, tengerimalac és
human eredetli majmikroszomaban egyarant sikeriilt beinditanunk aszkorbat hozzaadéasaval
[Csala et al., 1999]. Mivel az antioxidans aszkorbat alacsony redox potencialja miatt
kozvetleniil nem képes a tiolok oxidalasara, ez a jelenség csak ugy értelmezhetd, ha
feltételezziik, hogy az aszkorbat el6szor dehidroaszkorbatta alakul, ami a PDI szubsztratjaként
diszulfidokat general. Valoban kimutathato volt kisérleteinkben az aszkorbat tioloxidacidhoz

hasonl¢ {itemii fogyasa (3. tablazat).

Fontos kiilonbség az aszkorbat szintézisét kisérdé glutationfogyas (lasd 5.1.3. fejezet)
¢és az exogén aszkorbat hatasara bekovetkezd fehérjetiol-oxidacio kozott, hogy az utobbit nem
tudtuk kivédeni katalazzal (11. tablazat, 5.1.6. fejezet) [Csala et al., 2001b]; és — ezzel
Osszhangban — nem tudtuk kivaltani aszkorbat helyett hidrogén-peroxiddal (3. tablazat)
[Csala et al., 1999]. Mindez egybecseng azzal a feltételezésiinkkel, mely szerint a

fehérjetiolok oxidaciojat nem reaktiv oxigén intermedierek, hanem az aszkorbatbdl keletkezd
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dehidroaszkorbat valtja ki kozvetleniil. Erdekes ugyanakkor, hogy kisérleteinkben a 0,1 mM-

cyey

cre

patkany tengerimalac human
majmikroszéma majmikroszéoma majmikroszoma
fehérjetiol aszkorbat- fehérjetiol aszkorbat- fehérjetiol aszkorbat-
-oxidacio fogyas -oxidacio fogyas -oxidacio fogyas
pmol/perc/mg fehérje
kontroll 12+ 34 30+ 14 18 +23 ND 2+2 ND
1 mM H,0, 26+ 43 NM 52+5 ND 7+16 ND
0,1 mM AA 332+40 362 + 68 135 £ 81 149 £ 59 149 £ 35 407 £ 128
0,1 mM AA
+10 mM H,0, 325+ 15 762 £63 164 + 34 1653 + 137 217 £49 1541 + 271
1 mM DHA 259 +£10 -410+ 163 82+4 -295+£34 101 £26 -294 £ 55

3. tablazat Aszkorbatoxidacioval ésszefiiggo fehérjetiol-oxidacio patkany, tengerimalac és
human majmikroszomaban
[Csala et al., 1999]

A mikroszoémat a bal oldali oszlopban feltiintetett vegyiiletek jelenlétében inkubaltuk, és
mértiik az aszkorbat és a fehérjetiolok fogyasat. AA: aszkorbat; DHA: dehidroaszkorbat.
ND: nem detektalhaté; NM: nem mértiik.

Atlag + szo6ras; n=3-8.

Megfigyeléseink egy, a majsejt ER-jéhez asszocialodo, aszkorbat-oxidaz jelenlétére és
miukodésére utalnak. Mivel aszkorbat-oxidazt eddig csak novényi sejtekben azonositottak, a

jelenséget tovabb tanulméanyoztuk.

5.1.5. Aszkorbat-oxidaz aktivitas az endoplazmas retikulumban

A citoplazmara jellemz0 koncentracioban (0,1 mM) 37°C-on inkubalt aszkorbat lassan
oxidalodik enzim kozremiikodése nélkiil. Azt tapasztaltuk, hogy ezt a folyamatot patkany
majbol preparalt mikroszoma jelentésen meggyorsitotta [Csala et al., 1999; Szarka et al.,
aszkorbatfogyasztds oxidacid kovetkezménye volt, amit azzal bizonyitottunk, hogy a
keletkez6 dehidroaszkorbat mar néhany perc utan detektalhaté volt. Emellett sikeriilt az

aszkorbil gyok jelenlétét is kimutatni elektronspin-rezonancia (ESR) spektroszkopia
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segitségével, és méréseink a fentiekkel Osszhangban azt mutattdk, hogy a mikroszéma az
aszkorbil gyok keletkezését is nagymértékben fokozta (17. abra a és b spektrum). Ez az
aktivitds a majhomogenatum frakcionalasakor leginkabb a mikroszémaban koncentralddott,
lényegesen kisebb meértékben jelentkezett a mitokondriumot és sejtmagot tartalmazo

frakcioban, és szinte teljesen hianyzott a citoplazmabol (4. tablazat).
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17. abra Aszkorbil gyok enzimatikus keletkezése mdjmikroszomdban
[Szarka et al., 2002]
Az aszkorbatot 0,1 mM-os koncentracidban inkubaltuk mikroszoma nélkiil (a), illetve
mikroszoma (b), hékezelt mikroszéma (C), mikroszoéma és rézkelator neokuproin (d),
valamint tripszinnel kezelt mikroszéma jelenlétében (€). Az aszkorbil gyok jelenlétét
elektronspin-rezonancia (ESR) spektroszkopia segitségével detektaltuk.
Négy-tizenhat analizisbdl szarmazo6 jellemzd ESR spektrumok lathatok az dbran.

Mind az aszkorbil gydk, mind a dehidroaszkorbat szintje alland6 maradt egészen

addig, amig az aszkorbat el nem fogyott (18. abra). Mivel az altalunk alkalmazott fiziologias
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pH-ju kézegben mindkét vegyiilet rendkiviil instabil, nyilvan ,,steady state” koncentraciokrol
van szo: az alland6 aszkorbatoxidacio folyamatosan termeli az aszkorbil gyokot, amely
diszproporcionalddva alakul részben dehidroaszkorbatta, ami viszont az adott koriilmények

kozott viszonylag gyorsan bomlik [Szarka et al., 2002].
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18. abra Az aszkorbat fogyasanak, illetve a dehidroaszkorbat és az aszkorbil gyok
Keletkezésének idégorbéje majmikroszomaban
[Szarka et al., 2002]
A patkdny majmikroszomat 0,1 mM aszkorbat jelenlétében inkubaltuk. Az aszkorbat (e) és a
dehidroaszkorbét (m) szintjét HPLC-vel mértiik, és mindkett6t az inkubalés elején mért

ey

ESR spektroszkopiaval hataroztuk meg és a kezdeti érték szazalékaban mutatjuk.
Atlag + sz6ras, n=6.

Az aszkorbat oxidaciojat szervetlen katalizatorok is meggyorsithatjdk, ezért tobb
modon is meggy6zddtiink arrdl, hogy a megfigyelt jelenség valoban fehérjemedialt,

enzimatikus folyamat. A mikroszéma eldzetes hdkezelése szinte a mikroszoma nélkiili
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autooxidacid szintjére csokkentette az aszkorbat fogyasat, illetve az aszkorbil gyok
keletkezését. Hasonld hatasa volt a nativ mikroszoma tripszines elokezelésének is, ami nem
csak megerdsiti a reakcid fehérjefiiggését, hanem azt is mutatja, hogy a mikroszomalis
aszkorbat-oxidaz hozzaférheté kiviilr6l, a citoplazma fel6l (17. abra e spektrum, 4.
tablazat). Mivel a membran permeabilizalasa porusképzé alameticinnel csak kis mértékben
fokozta az aktivitast (4. tablazat), valosziniisithetd, hogy az enzim a membran kiilsé felszinén

helyezkedik el.

aszkorbil gyokre utalo ESR jel mérete
(mesterséges egységben Kifejezve)

csak aszkorbat 152 + 11 (6)
+ teljes majhomogenatum 460 + 75 (4)
+ mitokondrium frakcio 253 + 10 (4)
+ citoplazma frakcio 176 + 96 (4)
+ nativ mikroszéma 548 + 69 (13)
+ tripszinnel kezelt mikroszéma 207 + 44 (4)
+ alameticinnel permeabilizalt mikroszoma 670 + 41 (4)

4. tablazat Az aszkorbat-oxidadz aktivitas topologidja
[Szarka et al., 2002]

Az aszkorbatot 6nmagaban, vagy a majhomogenatum kiilonbdzd frakciodi jelenlétében (1
mg/ml fehérjekoncentracidé mellett) inkubaltuk, és ESR spektroszkdpidval mértiik az aszkorbil
gyok mennyiségét. Az eredményeket mesterséges egységekben fejeztiik ki atlag + szoras
alakban; a zar6jelben foglalt szamok a parhuzamos mérések szdmat mutatjak.

A gatloszerek vizsgélata tovabbi bizonyitékokkal tamasztotta ala az enzim jelenlétét
(5. tablazat). Kiilonb6z6 fémion-kelatorok (dipiridil, 1,10-fenantrolin és neokuproin) ugyanis
csak aktiv, vagyis hovel nem inaktivalt mikroszoma jelenlétében voltak hatékonyak [Szarka et
al., 2002].

Sem a gyokfogok (mannitol, dimetil-szulfoxid), sem az antioxiddns enzimek
(szuperoxid-dizmutaz, katalaz) nem befolyasoltak az aszkorbil gyok képzddését. Ugyancsak
hatastalannak bizonyult a flavoproteineket gatld difenilén-jodonium és a hemoproteineket
gatld natrium-azid. Ezzel szemben a citokrém P450 izoenzimek altalunk vizsgalt gatloszerei

(ekonazol és quercetin) jelentdsen gatoltak az aszkorbil gyok képzddését, de az autooxidaciot
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(mikroszéma nélkiil) is (5. tablazat), igy feltehetdleg nem az enzimre hatnak, hanem

kozvetleniil reagalnak az aszkorbil gyokkel (redukéljak azokat).

aszkorbil gyokre utalo ESR jel
(mesterséges egységben Kifejezve)

mikroszoma mikroszoma
nélkiil jelenlétében
kontroll 152 + 11 (6) 548 + 69 (13)
hokezelt mikroszéma — 235+ 65 (4)*
1% dimetil-szulfoxid — 608 + 74 (3)
0,1 mM ekonazol 48 + 32 (3)* 240 £ 52 (10)*
0,1 mM quercetin 68 + 26 (3)* 125 + 44 (4)*
5 mM mannitol — 443 + 57 (7)
600 U/ml szuperoxid-dizmutaz — 498 + 129 (5)
900 U/ml katalaz — 509 + 69 (4)
0,1 mM difenilén-jodénium — 441 £ 74 (3)
10 mM natrium-azid — 394 + 32 (3)
0,1 mM dipiridil 144 + 36 (3) 198 + 55 (3)*
hékezelt mikroszéma + 0,1 mM dipiridil — 143 (2)
0,1 mM 1,10-fenantrolin 264 + 21 (4)* 202 £ 11 (4)*
héokezelt mikroszéma + 0,1 mM 1,10-fenantrolin — 164 (2)
0,1 mM neokuproin 192 + 18 (4) 200 + 16 (4)*

hokezelt mikroszoma + 0,1 mM neokuproin —

214 (2)

5. tablazat Az aszkorbat-oxidaz aktivitas gatlasa
[Szarka et al., 2002]

Az aszkorbatot 6nmagaban, vagy patkdny majmikroszoma (1 mg fehérje/ml) jelenlétében
inkubaltuk, és ESR spektroszkopidval mértiik az aszkorbil gydok mennyiségét. Az
eredményeket mesterséges egységekben fejeztiik ki atlag + szoras alakban; a zardjelben
foglalt szamok a parhuzamos mérések szamat mutatjak. Onmagaban (mikroszoma nélkiil)
csak azokat az dgenseket vizsgaltuk, amelyek a mikroszoma jelenlétében szignifikansan

hatottak.

*P < 0,05, szignifikans eltérés a kontrolltol.
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Val6szintisithetd tehat, hogy hemo- ¢és flavoproteinek nem vesznek részt a
folyamatban, valamint hogy az aszkorbatoxidacié nem reaktiv oxigén intermedierek altal
kivaltott masodlagos folyamat. Mivel a ndvényekben leirt aszkorbat-oxiddz enzim rezet
tartalmaz [342], kiilonosen érdekes az a megfigyelésiink, hogy a megvizsgalt kelatorok koziil
legerésebb gatlast a rézionra specifikus neokuproin valtott ki, amely csaknem az autooxidacid
szintjére csokkentette az aszkorbil gyok keletkezését (17. abra d spektrum, 5. tablazat)
[Szarka et al., 2002].

fehérjetiol-oxidacio aszkorbatfogyas
pmol/perc/mg fehérje

kontroll 325+ 58 463 + 32
ekonazol 181 £ 19* 131 £ 8*
proadifen 62 + 5* 6+11*
quercetin 119 +28* 137 £17*
dipiridil <10* NM
1,10-fenantrolin <10* 243 + 39*
neokuproin 25 + 16* 270 + 8*
hokezelt mikroszoma NM 191 + 36*

6. tablazat Az aszkorbat-oxidaz gatlasanak hatasa a mikroszomalis fehérjetiol-oxidaciora
[Csala et al., 1999]

Aszkorbat (0,1 mM) adéasa utan mértiik a patkdny majmikroszoma (1 mg fehérje/ml)
aszkorbatfogyasztasat és a mikroszomalis fehérjetiolok oxidaciojat. A bal oldali oszlopban
feltlintetett vegyiileteket szintén 0,1 mM-os koncentracidban alkalmaztuk. NM: nem mértiik.
Atlag + szoras, n=3-6; *P < 0,05, szignifikans eltérés a kontrolltol.

Az aszkorbatoxidaciot gatlo citokrom-P450-inhibitor ekonazol, proadifen és quercetin,
illetve fémion-kelator dipiridil, 1,10-fenantrolin és neokuproin jelenlétében nem csak az
aszkorbatfogyas, illetve dehidroaszkorbat-keletkezés, hanem hasonlé mértékben a
tioloxidacié is csokkent (6. tablazat, 19. abra). Az aszkorbatoxidaciot oly erésen gatld

rézkelator, neokuproin a tioloxid4ciot is hatékonyan kivédi. Maximalis hatasat mar 10 pM-0S
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koncentracio koril kifejti (19. abra). Mindez azt bizonyitja, hogy az aszkorbat valoban az
aszkorbat-oxidaz éltal termelt dehidroaszkorbat forméjaban vehet részt az oxidativ foldingban

[Csala et al., 1999].
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19. abra Rézkelator neokuproin hatdsa az aszkorbatfiiggo fehérjetiol-oxidaciora
madjmikroszomdaban
[Csala et al., 1999]

crer

neokuproin jelenlétében inkubaltuk, majd megmértiik a fehérjék tiolcsoportjainak fogyasat €s
kiszamitottuk a reakcio sebességét.
Atlag + széras, n=3-6.

A mikroszomahoz adott aszkorbattal kapott eredményeinket aldtdmasztjak azok az
adatok is, amelyeket gulonolakton adasakor észleltiink. A gulonolakton-oxidaz aktivitassal

rendelkezd patkdny mdjmikroszomédban gulonolakton hatasara is megjelenik az aszkorbil
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gyok jelenlétére utaldé ESR spektrum. A jel fokozatosan erdsodik, és fél oran beliil eléri
maximumat, amely az aszkorbat adasanal megfigyelt mérték 60%-anak felel meg (7.
tablazat) [Szarka et al., 2002].

inkubalas aszkorbil gyok altal okozott jel mérete
idotartama (mesterséges egységben Kkifejezve)

5 perc 152 + 31

30 perc 285+ 8

60 perc 274 + 22

7. tablazat Aszkorbil gyok keletkezése gulonolaktonbol
[Szarka et al., 2002]

A patkdny majmikroszomat kiilonboz6 ideig 0,1 mM gulonolakton jelenlétében inkubaltuk, és
ESR spektroszkopiaval mértiik az aszkorbil gyok mennyiségét. Az eredményeket mesterséges
egységekben fejeztiik ki atlag + szoras alakban; 6t parhuzamos mérés alapjan.

A fél 6ran beliil elért maximum az aszkorbat altal kivaltott érték 60%-a.

A helyben keletkezd aszkorbat is gyokképzddéssel oxidalodik tovabb a
mikroszoméaban. Raadasul az aszkorbatoxidacid  gatlasa latszolag fokozza az
aszkorbattermelést — ami nyilvan az aszkorbatfogyas csokkenésének kovetkezménye —, és

csokkenti a gulonolaktonnal kivaltott fehérjetiol-oxidaciot (8. tablazat) [Csala et al., 1999].

fehérjetiol-oxidacio  aszkorbattermelés

kezelés pmol/perc/mg fehérje

— 12+ 34 -30+ 14
gulonolakton 249 + 18 1854 + 153
gulonolakton + ekonazol 50+22 2014 + 27

8. tablazat A gulonolaktonbol termelt aszkorbat altal kivaltott fehérjetiol-oxiddcio
[Csala et al., 1999]
Patkany majmikroszomaban (1 mg fehérje/ml) I mM gulonolakton adasa utan mértiik az
aszkorbattermelést €s a mikroszomalis fehérjetiolok oxidaciojat.
Atlag + szoras, n=5-8.
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Az ER kiils6 felszinén aszkorbatbol keletkezd dehidroaszkorbat tehat bejut a lumenbe,
ahol fehérje- vagy glutation-tiolokat oxidal, a keletkez6 aszkorbat pedig a lumenben
felhalmozodik [Nardai et al., 2001] (lasd 5.1.3. fejezet), ami jol mutatja, hogy a
dehidroaszkorbattal szemben az aszkorbat nem vagy alig képes athaladni az ER membranjan.
Ezt a fényszorasos permeabilitdisméréseink eredményei is alatdmasztjak, ugyanis kimutattuk,
hogy patkany majmikroszomaban az aszkorbat latszolagos felvételének sebességét (a
fényszoras csokkenésének meredekségét) az aszkorbatoxidacio vizsgalt gatldszerei jelentésen
csokkentik (20. abra). Hasonlé adatokat kaptunk gyors sziiréses transzportmérésekkel is. Az
aszkorbatfelvétel kezdeti sebessége ugyanis ekonazol, proadifen és quercetin hatasara a

kontroll érték negyedére csokkent [Csala et al., 2000].
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20. abra Az aszkorbatoxidacio gatlasanak hatasa a majmikroszoma latszolagos
aszkorbatpermeabilitasara
[Csala et al., 2000]
Patkdny majmikroszéma aszkorbat iranti ateresztoképességét mértiik fényszorasos
modszerrel. A nyilak az aszkorbat adasanak id6épontjat mutatjak.
A: kontroll; B: ekonazollal kezelt; C: proadifennel kezelt mikroszoma.
Négy-négy analizisbdl szarmazo jellemz6 regisztratumok lathatok az abran.

A fehérjetiolok oxidacidja kdzvetleniil a dehidroaszkorbat hatasanak tekinthetd, hiszen
a tiol csoportok elektronjait az veszi at a PDI altal katalizalt reakcioban. Patkany
majmikroszoman végzett kisérleteinkben azonban, varakozasunktol eltérden, a 0,1 mM-0s

koncentracioban adott aszkorbat hatékonyabban oxidalta a tiolokat, mint az akdr 1 mM-0s
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koncentracioban adott dehidroaszkorbat (332 + 40 vs. 259 £ 10 pmol/min/mg fehérje) (3.
tablazat, 5.1.4. fejezet). Ez esetleg magyarazhat6 azzal, hogy a gyorsan degradalédo
dehidroaszkorbat utanpoétlas nélkiil hamar elfogy. Ugyanakkor az a lehetdség is felvetddik,
hogy az aszkorbat oxidacidja a dehidroaszkorbat keletkezése mellett valamilyen mas modon
is kifejti hatasat. Hipotézisiink szerint az aszkorbat aszkorbil gyokon keresztiili oxidacioja
soran keletkez6 reaktiv oxigén-intermedierek (ROS) képesek hozzajarulni a tioloxidaciohoz.
Ehhez azonban sziikség van egy lipidoldékony elektronszallitora az ER membranjaban, amely

Osszekapcsolja @ membran kiils6 felszinén és a lumenben végbemend folyamatokat.

5.1.6. A tokoferol szerepe az aszkorbat altal kivaltott tioloxidacioban

Azok koziil a lipofil elektronszallitok koziil, amelyek alkalmasak a membran két
oldala kozti redox lancszem szerepére, a K- és E-vitamin jelent6s mennyiségben talalhato az
ER membranjaban. Az el6bbi a majban a glutamat-y-karboxilacio (K-vitamin ciklus) fontos
résztvevdje, melynek kapcsolatat a diszulfidképzodéssel mar korabban felvetették [343]. Az
E-vitamin pedig az ER legnagyobb mennyiségben eléforduldé membranhoz kotott
antioxidansa, amely egylittmiikodik az aszkorbattal a ROS eliminalasaban, ezért ennek

szerepét vizsgaltuk meg az oxidativ foldingban.

Tizenkét hétig tarté diétdval E-vitaminhidnyossa tett, illetve normal tapon tartott
patkdnyok majabol preparalt mikroszéman végeztiik kisérleteinket. Kimutattuk, hogy a diéta
hatasara a mikroszoma szinte teljesen E-vitaminmentes lett (9. tablazat), azonban in vitro
koriilmények kozott E-vitamin adasaval a mikroszoma o-tokoferol-tartalma szinte teljesen
normalizalhat6 volt (164,1 + 20,9 pmol/mg fehérje). Az allatok testtdmege, majtdomege és a
majbol preparalhaté mikroszomalis fehérje mennyisége nem valtozott jelentds mértékben a
diéta hatdsara, ami Osszhangban van azzal, hogy az E-vitaminhidny klinikailag tiinetszegény

allapot.

Az E-vitaminhianyos mikroszomaban a hozzaadott aszkorbat oxidacioja 80%-kal nétt,
ugyanakkor az ezt kiséré diszulfidképzddés a felére csokkent. Ezzel dsszhangban, az E-
vitaminhianyos mikroszomahoz adott gulonolaktonbol latszolag kevesebb aszkorbat
keletkezett — ami feltehet6leg a nagyobb iitemii aszkorbatfogyas kovetkezménye —, és
ekozben kevesebb fehérjetiol oxidalodott, mint a kontroll mikroszéma esetén (10. tablazat).
A valtozdsok arra utalnak, hogy részlegesen szétkapcsolddott az extraluminalis

aszkorbatoxidacio és az intraluminalis fehérjetiol-oxidacio [Csala et al., 2001b].
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kontroll E-vitaminhidnyos
testtomeg (g) 375+29 385+21
majtomeg (g) 11,91 0,85 10,87 £ 1,47
relativ majtomeg (%) 3,18+0,13 2,82+0,28
mikroszomalis fehérje (mg/g maj) 158+ 1,7 18,7+2,2
mikroszomalis a-tokoferol (pmol/mg fehérje) 378,2+ 59,7 6,1 1,4

9. tablazat E-vitaminmentes diéta hatasa patkanyokban
Him Wistar patkanyok egy-egy csoportjat tizenkét hétig standard patkanytapon, illetve E-
vitaminmentes tapon tartottunk.
Atlag + szoras, n=6.

hatas E-vitaminhianyos

kezelés (pmolperc/mg fehérie) kontroll  E-vitaminhianyos + E-vitamin
- fehérjetiol-oxidacio 4+6 3+5 8+5
aszkorbatfogyas 26 +12 34+10 31+16
aszkorbat fehérjetiol-oxidaci6 283+ 54 143 + 33° 216 + 33°
aszkorbatfogyas 519 + 125 925 + 136% 682 + 104°
gulonolakton fehérjetiol-oxidacid6 248 + 36 126 + 50° NM
aszkorbattermelés 2359 £ 423 1259 + 107° NM

10. tablazat Az E-vitaminhidny hatdasa az aszkorbat, illetve gulonolakton dltal kivaltott
fehérjetiol-oxidaciora patkany mdjmikroszéomdban
[Csala et al., 2001b]

Standard patkanytapon, illetve E-vitaminmentes tapon tartott patkdnyok majabol preparaltunk
mikroszoémat, €s az E-vitaminhidnyos mikroszéma egy részében a tokoferolt utdlag potoltuk.
A mikroszomat 0,1 mM aszkorbat vagy 1 mM gulonolakton jelenlétében inkubaltuk, és
megmértiik az aszkorbatfogyast (vagy -termelést) és a fehérjetiolok oxidacigjat.

Atlag + szoras, n=6. NM: nem mértiik.

%P < 0,005 a kontrollhoz képest, °P < 0,005 az E-vitaminhianyoshoz képest

Az E-vitamin membranvédd, antioxidans funkcidjanak megfeleléen, az aszkorbattal
vagy glutationnal kezelt E-vitaminhianyos majmikroszomaban mintegy haromszorosara

fokozddott a lipidperoxidacio kezdeti sebessége a kontroll mikroszomaban mérthez képest
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(21. abra). Kétségtelen tehat, hogy nem csak a gulonolakton-oxidaz, hanem az aszkorbat-

oxidaz miikodése is reaktiv oxigén intermedierek (ROS) keletkezésével jar.
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21. abra Aszkorbat és gulonolakton hatdasa a lipidperoxidaciora kontroll és E-vitaminmentes
mdjmikroszomaban
[Csala et al., 2001b]

A patkanyok majabol preparalt mikroszomat 0,1 mM aszkorbat (m) vagy 1 mM gulonolakton
(D) jelenlétében, illetve kontrollként, reagensek hozzaadasa nélkiil (X) inkubaltunk. A
lipidperoxidacié mértékét a hatvan perc alatt termelddott ,,tiobarbiturattal reagalod vegytiletek™
(TBARS) mennyisége alapjan hataroztuk meg.

A Standard patkanytapon tartott patkanyok majabol preparalt mikroszoma.

B: E-vitaminmentes tapon tartott patkdnyok majabol preparalt mikroszoma.

Atlag + szoras, n=5-6.

Az eredményeket Osszegezve valoszinlisithetd, hogy az aszkorbat-oxidaz altal termelt
ROS lipidkdrnyezetben, a membran kozvetlen kozelében keletkezik, és az E-vitamin
valahogy Atiranyitja az oxidald hatdst a membranlipidekrédl a lumindlis fehérjék
tiolcsoportjaira. Az E-vitamin tehat — amellett, hogy megvédi a membranlipideket az oxidativ
karosodastol — a diszulfidkotés kialakuldsdhoz sziikséges elektrontranszfer egyik lancszemét

is képezi.
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A reaktiv oxigén intermedierek lipidkdrnyezetben valo termelddése mellett szol az a
megfigyelésiink, hogy az aszkorbattal kivaltott fehérjetiol-oxidaciot antioxidans enzimekkel
(katalaz, szuperoxid-dizmutaz) nem, vizoldékony gyokfogoval (mannitol) pedig csak Kis
mértékben lehetett gatolni. A mannitol hatasdnak hatterében az aszkorbat-oxiddz gatlasa is

lehet, mivel hasonl6 mértékben csdkkentette az aszkorbat fogyasat is (11. tablazat).

fehérjetiol-oxidacio aszkorbatfogyas

a kontroll érték szazaléka

kontroll 100 + 19 100+ 24
mannitol (5 mM) 76 + 10* 82+6
szuperoxid-dizmutaz (300 U/ml) 98 +17 NM
katalaz (1000 U/ml) 116 £ 11 NM

11. tablazat Antioxidans enzimek és eqy gyokfogo hatasa az aszkorbat altal kivaltott
fehérjetiol-oxidaciora
[Csala et al., 2001b]

Patkany majmikroszéméban (1 mg fehérje/ml) 0,1 mM aszkorbat addsa utan mértiik a
mikroszomalis fehérjetiolok oxidacidjat és az aszkorbatfogyast. Az eredményeket a kontroll
értékek szazalékaként mutatjuk — melyek a 10. tablazatban szerepelnek.

Atlag + szoras, N=5-6. NM: nem mértiik. *P < 0,05 a kontroll értékhez képest.

Kisérleteinkben a mikroszoma o-tokoferol-tartalmanak utblagos potlasa utdn az
értékek a kontrollok kozelben voltak, vagyis az aszkorbat- és tioloxidaci6 kapcsolata
helyreallt, és a lipidperoxidacio mértéke is csokkent, ami bizonyitja, hogy a részleges redox
szétkapcsolas az E-vitamin hianyanak kozvetlen kovetkezménye volt [Csala et al., 2001b].
Nem zarhat6 ki azonban, hogy mas lipidoldékony antioxidansok, mint a K-vitamin vagy az
ubikinon, az E-vitaminhoz hasonld funkciot téltenek be az ER-membranban. Erdekes, hogy
az elhizas és az inzulinrezisztencia nem csak a C-vitamin hianyaval korrelal [110], amint azt a
2.1.8.1. fejezetben targyaltuk, hanem az E-vitamin csokkent mennyiségével is, ami Uj
megvilagitasba keriil a tokoferolnak az aszkorbatfiiggd fehérjetiol-oxidacioban jatszott és

altalunk kimutatott kozremiikodése fényében.
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5.1.7. Az aszkorbatfiiggo6 fehérjetiol-oxidacio modellje

A majbol preparalt mikroszoméakon tett megfigyeléseink alapjan feldllitottunk egy
modellt, amely Osszegzi és rendszerbe foglalja a kapott eredményeket [Banhegyi et al.,
2003b; Csala et al., 2006]. E szerint az ER citoplazma feldli felszinén egy valosziniileg
réztartalmu oxidaz alakitja 4t az aszkorbatot aszkorbil gyokké, majd dehidroaszkorbatta,
mikdzben ROS termelddik a membran kozvetlen kozelében. A dehidroaszkorbat mar képes
bejutni a lumenbe, ahol a PDI szubsztratjaként, vagy akar PDI-t6] fliggetlen mechanizmusok
révén, részt vesz a diszulfidképzésben, és visszaalakul aszkorbatta [Csala et al., 2012]. Az
aszkorbat nem, vagy csak nagyon kis sebességgel jut ki a lumenbdl, ezért ott felhalmozodik.
A ROS hatasara E-vitaminbol keletkezé a-tokoferil gyok azonban ujraoxidalhatja a
felhalmozott aszkorbatot, ezaltal ujabb diszulfid kotések keletkezéséhez szolgaltathat oxidalod
agenst. A felvazolt reakcidlanc nettd eredménye az elektronok folyamatos aramlasa a cisztein-

tioloktol mint primer elektrondonoroktdl az oxigénig mint végsé elektronakceptorig (22.

abra).
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aszkorbat Transzporter aszkorbat
HO
. 7
HOHzc)\Siro\ ¢ o Aszkorbil Fehérje-(SH),
720 WA d—{@%ﬂ gyok
\ Wl & /
N H,0~ Evit. gyy
Aszkorbil gyok X
HO
oo \
HOHzc)\q \ROS”
HO o 1
\ v B-vi .
;i :;:o g\'\“’
< e Fehérje-S-S-
/"——\
Aszkorbit- Aszkorbat
oxidaz
Aszkorbat ER lumen /
HO ° o
HoH,¢” { 05

22. abra Az aszkorbatfiiggo fehérjetiol-oxiddcio modellje
Az ER-membran kiils6 felszinén aszkorbatbol aszkorbil gyokon keresztiil dehidroaszkorbat
keletkezik, ami reaktiv oxigén intermedierek (ROS) képzddésével jar. A dehidroaszkorbat
bejut a lumenbe, ahol részben a proteindiszulfid-izomeraz (PDI) szubsztratjaként, részben
ettdl fliggetlen mechanizmusokkal fehérjetiolokat oxidal. A beldle keletkezd aszkorbat nem
tud kijutni, de a ROS altal, E-vitamin kozvetitésével, Gjraoxidalédhat dehidroaszkorbatta.
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Az altalunk megalkotott és sajat eredményeinken alapuldé modell masok altal is
megerdsitést nyert, és az oxidativ fehérjeérés egyik elfogadott utvonalaként tartjak nyilvan
[344-347]. A dehidroaszkorbat és a fehérjetiolok kozti elektronatvitel gondos tanulmanyozasa
azt mutatta, hogy a reakcidt a PDI meglehetdsen kis sebességgel katalizalja, de a tioredoxin
szupercsaldd egyéb mikroszomadlis elhelyezkedésli tagjai is mutatnak ilyen tiolfiiggd
dehidroaszkorbat-reduktdz aktivitast. Rdadasul a dehidroaszkorbat enzim kozremiikodése
nélkiil is viszonylag nagy sebességgel reagal az éretlen fehérjék tiol-csoportjaival [348].
Osszességében tehat e vizsgalatok is alatdmasztottak a protein-diszulfidképzddés altalunk
koriilirt mechanizmusanak relevanciajat. Mivel azonban az aszkorbat részvétele a fehérjetiol-
oxidacioban dontéen in vitro megfigyeléseken alapul, és ez nem ad kelld tampontot az
aszkorbatfliggd mechanizmus relativ stlyanak megitéléséhez, a tovabbiakban kisérletes

bizonyitékot akartunk szerezni a jelenség in vivo relevancijara is.

5.1.8. Endoplazmas retikulum stressz skorbutban

In vivo kisérleteinknél abbdl indultunk ki, hogy amennyiben — hipotézisiinknek
megfelelden — az aszkorbat valdban sziikséges a diszulfidképzddéshez, akkor hidnyaban a
fehérjeérés zavara varhatoan ER-stressz, illetve UPR kialakulasat eredményezi, sot akar ER-
eredetli apoptdzist is kivalthat. Tehat az UPR és az apoptozis kimutatdsa aszkorbathianyos
allatokban a fehérjeérés zavarara utalna, és alatimasztana a C-vitamin szerepét az oxidativ
foldingban. Vizsgalatainkat tengerimalacok majszovetén végeztiik, mert a majsejtek bdséges
ER-rel rendelkeznek, intenziv fehérjeszintézist, illetve fehérjetiol-oxidaciot folytatnak, vagyis

varhatoan kiilondsen érzékenyek a folyamatot érintd hatasokra.

A tengerimalacok egyes csoportjait kiillonboz6 ideig (1, 2, 3, ill. 4 hétig) tartottuk
aszkorbatmentes diétan, és a diéta kezdetén feldolgozott (azaz 0 hétig skorbutizalt), vagy négy
hétig normal tappal etetett (kontroll), illetve két hét diéta utan két tovabbi hétig Gjra
aszkorbatot kapott (,,2+2”) allatokkal hasonlitottuk Oket Ossze. A C-vitaminmentes diétan
tartott allatok majadban az aszkorbat szintje gyorsan csokkent, 1 hét alatt kb. a kiindulasi érték
felére, a masodik hétt6] pedig mar nem volt HPLC-s modszeriinkkel kimutathatd mennyiségi
aszkorbat a majban, vagyis szintje 10 nmol/g szdvet ala csokkent (12. tablazat) [Margittai et
al., 2005].
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A skorbutizalé diéta idétartama (%ér)

kontroll 0 1 2 3 4 2+2
maj aszko.l.'bét 1,91+0,08 1,86+0,05 1,07+0,07* ND* ND* ND* 2,69 +0,01*
(umol/g szdvet)
TBARS , . 119+ 14 114 £ 11 128 £ 11 121+ 15 117+9 194 £ 9* 83+6
(umol/g fehérje)
ES;““meg 728432 550440  588+25 627422  670+17  612+£78 725421

maj tomege

© 258409 198+1,0 235+24 21,1+£08 212+04 205=1,1 26,1+07

12. tablazat C-vitaminmentes diéta hatasa tengerimalacokban
[Margittai et al., 2005]
Tengerimalacok egy-egy csoportjat négy hétig standard tengerimalac-tapon (kontroll), illetve
a jelzett ideig C-vitaminmentes tapon tartottunk. Egy csoport két hetes C-vitaminmentes diéta

crer

vel, a lipidperoxidaciot a ,.tiobarbiturattal reagald vegyiiletek” (TBARS) mennyisége alapjan
hatéroztuk meg. ND: nem detektalhato (kevesebb mint 10 nmol aszkorbat/g szovet).
Atlag + hiba, n=4, *P < 0,001 a kontrollhoz viszonyitva.

A lipidperoxidacio a diéta els6 harom hete alatt nem valtozott, a negyedik héten
azonban jelentdsen emelkedett. Az allatok testsulya a harmadik hétig novekedett, majd a
(12. tablazat). Az ER-stressz markereinek tekintheté dajkafehérjék (GRP78 és GRP94)
indukcidja mar a C-vitaminhidny kialakulasakor, a skorbut bekdvetkezte elétt kimutathatd
volt, és tovabb emelkedett a di¢ta négy hete soran. Megvizsgaltuk két foldaz (PDI és ERp72)
expresszidjanak alakulasat is, és azt talaltuk, hogy a PDI mennyisége — a GRP csaladhoz
tartozd6 ER-chaperonokéhoz hasonldéan — a diéta soran egyre emelkedett, ezzel szemben az
ERp72 szintjében az aszkorbatmegvonas nem valtott ki lényeges valtozast (23. abra)

[Margittai et al., 2005].
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23. abra Az endoplazmas retikulum chaperon és foldaz fehérjéinek expresszidja a C-

vitaminhianyos tengerimalacok majaban
[Margittai et al., 2005]

Tengerimalacok egy-egy csoportjat négy hétig standard tengerimalac-tapon (K), illetve a
jelzett szam hétig C-vitaminmentes tapon tartottunk. Egy csoport két hetes C-vitaminmentes

diéta utan két hétig C-vitaminpotlasban részestlt (2 + 2).

A majakbol preparalt mikroszoméaban western blot modszerrel vizsgéltuk két dajkafehérje
(GRP94 és GRP78), valamint két foldaz (PDI és ERp72) mennyiségét. Egy-egy jellemz6
Western blot eredmény lathatd az dbran. A csoportonként négy blot denzitometrids

A diéta

eredményeit atlag + hiba form4jaban mutatjuk.
*P < 0,05 a kontrollhoz viszonyitva.

elkezdése eldtt vizsgalt, illetve kontroll tengerimalacok majaban,

varakozasunknak megfelelden, igen kevés apoptotikus testet talaltunk. Ugyanilyen alacsony

maradt az apoptozis index (1000 sejtre jutd apoptotikus sejtek/testek szdma) az

aszkorbatmentes diéta els6 két hetében i1s. A diéta harmadik hetében azonban haromszorosara,

a negyedik héten pedig négyszeresére emelkedett az apoptdzis index a kontrollhoz

viszonyitva (24. abra) [Margittai et al., 2005].
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24. abra Fokozott apoptozis a C-vitaminhianyos tengerimalacok majaban
[Margittai et al., 2005]

Tengerimalacok egy-egy csoportjat négy hétig standard tengerimalac-tapon (K), illetve a
jelzett szamu hétig C-vitaminmentes tapon tartottunk. Egy csoport két hetes C-vitaminmentes
diéta utan két hétig C-vitaminpotlasban részesiilt (2 + 2). Az apoptozis gyakorisagat
hematoxilin-eozinos festés utan szovettani metszetekben tanulmanyoztuk. A kapott
eredményeket a terminalis dezoxinukleotidil transzferaz dUTP ,,nick-end labeling” (TUNEL)
modszerrel is megerdsitettiik (be nem mutatott adatok). A bal oldali képek harom kiilonb6z6
kezelés utan kapott reprezentativ szovettani metszetet mutatnak; az apoptotikus testeket
nyilak jelzik. A jobb oldali diagram az 1000 sejtre jutd apoptotikus testek szamanak
(apoptozis index) alakuldsat mutatja.

Atlag + hiba, n=4. *P < 0,05 a kontrollhoz viszonyitva.

Azok a tengerimalacok, amelyek két hetes diéta utan két hétig ujra kaptak a C-
vitamint, a kontrollokéhoz hasonld teststllyal rendelkeztek. Majszovetiikben magas
aszkorbatszintet mértiink; nem emelkedett jelentdsen a lipidperoxidacio; sem chaperon-, sem

foldazindukciot, sem szignifikdnsan emelkedett apoptdzist nem észleltiink.
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Eredményeink azt mutatjak, hogy C-vitamin hianyaban — még a skorbut tiineteként
értékelhetd testsulycsokkenés eldtt — bekovetkezik a fehérjeérés zavara az ER-ben, és kialakul
az UPR, valamint az apoptozis a majsejtekben. Bar a folddzok redox allapotanak eltolédasat
nem sikeriilt kimutatnunk (25. abra), ami a kompenzaciés mechanizmusok kévetkezménye is
lehetett, in vitro eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy a jelenség hatterében a

diszulfidképzddés elégtelensége all.

ox red K 1 2 4 ox red

PDI I — e
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25. abra Endoplazmas retikulum foldazok redox dllapota C-vitaminhianyos tengerimalacok
mdjaban
[Margittai et al., 2005]

Tengerimalacok egy-egy csoportjat négy hétig standard tengerimalac-tapon (K), illetve a
jelzett szamu hétig C-vitaminmentes tapon tartottunk. A redukalt és oxidalt tiolokat
tartalmaz6 fehérjéket AMS reagenssel torténd kezelés utan gél-elektroforézissel kiilonitettiik
el, majd PDI és ERp72 elleni antitestekkel mutattuk ki a megfelel6 foldazokat. Az eljarast in
vitro oxidalt (0x) és redukalt (red) fehérjemintakkal is elvégeztiik.

Négy analizis egyik jellemz6 eredménye lathato az abran.

5.1.9. A glikalt hemoglobin szintjének csokkenése aszkorbatkezelés

hatasara

Mivel az aszkorbat oxidativ fehérjeérésben betoltott szerepe in Vivo is megerdsitést
nyert, okkal feltételezhetd, hogy a specifikus tiineteket még nem okozo, szubklinikai C-
vitaminhidny is csokkentheti az ER fehérjeérleld kapacitasat. Ennek a metabolikus szindroma
¢s a 2-es tipusi cukorbetegség szempontjabol is jelentOsége lehet, hiszen ezaltal
akadalyozhatja a szekrécios fehérjék (pl. inzulin) termelddését, illetve fokozhatja a sejtek ER-
stressz iranti érzékenységét. Ez a feltételezés Osszhangban van a 2.1.8.1. fejezetben

bemutatott irodalmi adatokkal.
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Klinikai kooperacioban megvizsgaltuk, hogy a hosszan tarté (40 nap), nagy dozist
(napi egyszer 1000 mg per o0s) C-vitaminbevitel hogyan befolyasolja egészséges ¢s
cukorbeteg emberek vérében a glikalt hemoglobin ardnyat mint a vércukorszint-szabalyozas
¢és az inzulinhatas elterjedten hasznalt indikatorat. Az eredmények azt mutattak, hogy mindkét
csoportban szignifikdnsan csokkent a hemoglobin glikacidjanak %-os aranya (26. abra), és a
csokkenés mértéke jol korrelalt a kiinduld értékkel [Szaleczky et al., 1998]. Bar az
aszkorbatnak a glukozzal valé kompeticidja révén a fehérjeglikdciora kozvetlentil kifejtett
hatasat nem lehet kizarni, ennek ellentmond az a megfigyelésiink, hogy a glikacio a
legmagasabb vércukorszintek esetén csokkent a legnagyobb mértékben. Eredményeink tehat —
masokéval oOsszhangban — leginkabb azt valdszintsitik, hogy a C-vitaminkezelés az

inzulintermelés [99] és/vagy az inzulinhatas [349] fokozasa révén hatott.
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kezelés elo6tt kezelés utan

26. abra A glikalt hemoglobin ardnya egészséges, illetve cukorbeteg emberek vérében
aszkorbatkezelés elott és utan
[Szaleczky et al., 1998]

A vizsgalatban résztvevo 17 egészséges (Kontroll) és 19 cukorbeteg (Diabetes) személy 40
napon 4t részesiilt napi 1000 mg aszkorbatkezelésben. Vériikben a HbAlc %-o0s aranyat a
kezelés elbtt és utan egyarant meghataroztuk.

Atlag + hiba, n=17/19. Korrelacié és szignifikancia az dbran jelezve.
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5.2. A luminalis piridin-nukleotid redox rendszer redukalt allapotinak

fenntartdsa az endoplazmas retikulumban

5.2.1. A citoplazma és az endoplazmas retikulum NADPH-NADP+

készletének elkiiloniilése

Mivel a lumindlis aktiv centrummal rendelkezé 11BHSD1 a legtobb sejttipusban (pl.
maj, viszceralis zsirszovet, izom) fiziologids korilmények kozott a kortizont kortizolla
redukélja, valdsziniisitheté, hogy kornyezetében a NADPH-NADP® redox rendszer
dominansan redukalt allapotban van. Ugyanakkor a sejtek citoplazmajara is altalaban jellemz6
a magas [NADPH]:[NADP?] arany, ez a tény tehat 5nmagaban nem segit eldonteni, hogy az
ER-ben luminalisan elhelyezkedd dehidrogendzok hozzaférnek-e a citoplazma piridin-
nukleotidjaihoz, vagy esetleg elkiiloniilt készletet haszndlnak. Patkdny majmikroszoma
felhasznalasaval végzett kisérleteinkbdl az utobbi lehetdséget alatdmasztd bizonyitékokat
szereztlink. Kimutattuk, hogy az intakt mikroszémahoz adott kortizon egy része exogén
redukalo forras nélkiil is kortizolla alakul, mig ugyanez permeabilizalt mikroszoma esetén
nem észlelhetd (27. abra), vagyis endogén NADPH talalhat6 a lumenben [Piccirella et al.,
2006].
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27. abra Kortizonredukcio intakt majmikroszomaban
[Piccirella et al., 2006]
Az intakt (@) és alameticinnel permeabilizalt (o) patkdny méjmikroszoémat kortizon (10 pM)
jelenlétében inkubaltuk, és mértiik a keletkezd kortizol mennyiségét.
Atlag + szoras, n=4.
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Kidolgoztunk egy mddszert a mikroszoma endogén, luminalis NADPH-tartalméanak
fluoreszcens detektalasara. Bar a vezikulumok kis térfogata miatt igen kis mennyiség

kimutatasara van sziikség, a fluoreszcencia intenzitasa lehetévé teszi a valtozasok nyomon

kovetését.
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28. abra A mikroszoma endogén, luminalis NADPH-tartalmanak fluoreszcens detektalasa
[Piccirella et al., 2006]

A: A NADPH-ra jellemz6 fluoreszcencia folyamatos detektaldsa mellett a nyil altal jelzett
idépontban alameticinnel permeabilizaltuk a patkany majmikroszoémat (2-essel jelzett
regisztratum).

B: Az abra A részén ,,a” és ,,b” betiivel jel6lt pontokban felvett fluoreszcens emisszios
spektrumok (350 nm gerjesztési hullamhosszon) dsszehasonlitasa. A beillesztett diagram a két
gorbe kozti kiilonbséget mutatja (ez egybeesik a NADPH emisszids spektrumaval).

C: A NADPH-ra jellemz6 fluoreszcencia folyamatos detektalasa mellett a nyil altal jelzett
idépontokban NADPH-t vagy NADH-t adtunk a mikroszomahoz. A szamozott nyilak
NADPH (1: 1 uM; 2: 2 uM; 6: 5 uM) vagy NADH (3: 1 uM; 4: 2 uM; 5: 1 uM; 7: 5 uM)
adasat mutatjak. A porusképzd alameticin hozzdaddsat (membranpermeabilizalas) lires
nyilhegyek jelzik.

Négy-hat kisérletbél szarmazoé jellemz6 regisztratumok lathatok az abran.
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Meéréseink egyben megerdsitették, hogy a mikroszomaban detektalhat6 NADPH
valoban a lumindlis (intravezikuléris) térben helyezkedik el. A prepardtumhoz kiviilrél
hozzaadott NADPH vagy NADH ugyanis a majmikroszéma kiilsd felszinén — az ott
elhelyezked6 oxidoreduktazok hatasara — azonnal eloxidalodik, és ugyanez torténik a
luminélis piridin-nukleotidokkal is, ha a membrant atjarhatové tessziik szamukra, ¢és
hozzaférnek a kiilsé felszin enzimeihez (28. abra) [Piccirella et al., 2006]. Tovabbi
vizsgalataink szerint a luminalis piridin-nukleotidokat hatékonyan oxidalja, illetve redukalja a
H6PD ¢és a 11BHSD1 (lasd késobb). E két enzim NADPH-specificitdsa alapjan
val6sziniisitheté, hogy a mikroszomaban tilnyomérészt NADPH és NADP™ talalhato.

Fontos megjegyezni, hogy a vezikulumokban 1évé NADPH a preparalas és tarolas
soran a tObbszori puffervaltds és higulas ellenére sem veszett el. Radioaktiv NADPH
jelenlétében végzett mikroszomapreparalassal kizartuk azt a lehetdséget, hogy a lumenben
talalhato NADPH esetleg a homogenizalas soran mitermékként keriilt volna a vezikulumok

belsejébe, vagyis valdban az ER endogén piridin-nukleotidjarol van szo.

Fényszorasos transzportméréseink szerint a mikroszoma membranja nem permeabilis
a NADP" és a NADPH szamara [Piccirella et al., 2006]. Ugyanolyan nagymértékii és hosszan
tartd fényszoras-fokozodast valtanak ki a mikroszomaszuszpenzidban, mint a szachardz,
amelyrdl ismert, hogy gyakorlatilag nem képes atjutni az ER membranjan (29. abra A,B,C és

D).

Ezzel egybecsengd eredményeket kaptunk gyors sziiréses transzportméréssel is, amely
igazolta a NADP" rendkiviil lasst bejutasat a mikroszomalis vezikulumokba. Mivel az extra-
¢s intavezikularis koncentraciok még egy oOra inkubdlés alatt sem egyenlitédtek ki, kdnnyen
belathatd, hogy a membranon val6 atjutds nem tarthat [épést a luminalis enzimaktivitasokkal,
vagyis az ER membranja piridin-nukleotidokra gyakorlatilag impermeabilisnak tekinthetd

(29. abra E) [Piccirella et al., 2006].
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29. abra A mikroszomalis membran piridin-nukleotidok szamara nem permeabilis
[Piccirella et al., 2006]

A-D: A fényszoras folyamatos detektaldsa mellett a nyilak altal jelzett idépontban a NADP*
Kontrollként az ismerten nem transzportalodo szachar6z (C), illetve a vezikulumok lumenébe
bejutd glukdz-6-foszfat (D) szolgalt. A nyilhegy az alameticin alkalmazasanak idépontjat
jelzi. Négy-négy kisérletbdl szarmazé jellemz6 regisztratumok lathatok az abran.

E: A mikroszoma NADP*-felvételét a gyors iilepités modszerével is megmértiik. A
vezikulumokat 0,2 mM NADP" és annak radioaktiv nyomjelzdje jelenlétében inkubaltuk,
majd a jelzett idépontokban elvélasztottuk, és megmértiik a luminalis mennyiséget. Atlag +
hiba, n=4.

A NADP" és NADPH transzportjdnak hidnya &sszhangban van azzal a

tapasztalatunkkal, mely szerint mind a H6PD, mind a 11BHSDI aktivitasa jelentds, Szinte
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100%-o0s latenciat mutat, vagyis az intakt membrannal hatarolt vezikulumokban detektalhatd
aktivitas elhanyagolhato a membran permeabilizalasa utdn mérhet6hoz képest (30. abra)
[Szelényi et al., 2013]. Mindez azt is megmagyarazza, hogy a preparalas és tarolas soran

hogyan 6rizhették meg NADPH-tartalmukat a vezikulumok [Piccirella et al., 2006].

H6PD HAEH 11BHSD1 b

Alameticin

N¢ADP+ l

Alameticin
NADP* l
d

Fluoreszcencia (relativ egység)
Fluoreszcencia (relativ egység)

T )
G6P Kortizol

30. abra A H6PD és a 11fHSDI aktivitasok jelentos latencidja patkany majmikroszomaban
[Szelényi et al., 2013]
A NADPH-ra jellemz6 fluoreszcencia folyamatos detektalasa mellett a nyilak altal jelzett

crer

mikroszémahoz. A H6PD (bal oldal) és a 11BHSD1 (jobb oldal) aktivitasat a G6P, illetve a
kortizol oxidacidjahoz kapcsolt NADPH-keletkezés jelzi.
Négy-négy kisérletbdl szarmazo jellemz6 regisztratumok lathatok az dbran.

Kijelenthetjiik tehat, hogy az ER lumenében a citoplazmatol izolalt NADPH-NADP*
készlet all az itt miikodd dehidrogenazok rendelkezésére. Ennek redox allapotat elkiiloniilt,
lokalis folyamatok hatarozzak meg, ezért tovabbi kisérleteinkkel a HG6PD enzim miikodését,
luminalis NADPH-termelésben betoltott szerepét, illetve a 11BHSD1-val fennalld

funkcionalis kapcsolatat kivantuk felderiteni.

5.2.2. A luminalis NADPH-NADP+ készlet redukalt allapotanak fenntartasa

A patkanymajbol preparalt, intakt mikroszoma rendelkezik endogén kortizonredukald
kapacitassal, ahogy ezt a 27. abra is mutatja. Glukoz-6-foszfat (10 uM) hozzaadasaval
ugyanakkor a kortizoltermelddés sebessége jelentésen ndvelhetd (290 + 75 pmol/mg
protein/10 perc a kontroll 75 + 20 pmol/mg protein/10 perc értékhez képest; atlag + szoéras, n
= 4; p < 0,01), és hosszt ideig fenntarthatd [Czegle et al., 2006]. Ez a megfigyelésiink
osszhangban van a H6PD luminalis elhelyezkedésével és NADP'-fiiggd glukdz-6-foszfat-

108



dc_997 15

dehidrogenaz aktivitasaval. A leirt redox kapcsolat a mikroszomaban kdlcsondsen fennall:
izotoppal jelzett glukoz-6-foszfat jelenlétében kortizon hatasara fokozodik a luminalis
radioaktivitas akkumulacioja, ami a glukdz-6-foszfat felgyorsult oxidacidjara utal [Czegle et
al., 2006]. Mindkét effektus felfiiggeszthetd a glukoz-6-foszfat transzportjanak specifikus
gatloszerével (S3483-mal), vagyis a glukdz-6-foszfat bejutasat igényli a vezikulumok
lumenébe. A gluk6z-6-foszfat jelenlétében mérhetd kortizoltermelddés sebességét példaul 50
uM S3483 gyakorlatilag a glukoz-6-foszfat nélkiili kontroll szintjére, 80 + 32 pmol/mg
protein/10 min (atlag + szoéras, n = 3) értékre csokkentette. Mindez bizonyitja a glukdz-6-
foszfat-transzporter, a H6PD és a 11BHSD1 kozotti funkcionalis kapcsolatot [Czegle et al.,
2006].

A megfigyelés nem csak a luminalis piridin-nukleotid redox statusz, hanem a GSD1b
(a glukoz-6-foszfat transzlokdz velesziiletett defektusa) patobiokémidja szempontjabol is
érdekes. Az ilyen betegekben ugyanis stlyos neutropénia alakul ki, ami Osszefligghet a
luminalis NADPH-termelés elégtelenségével is. Mivel a glukokortikoidokrél kimutattak,
hogy gatoljak a neutrofil sejtek apoptozisat, igy meghosszabbitjak e sejtek élettartamat [350],
feltételezhetd, hogy a gluk6z-6-foszfat transzportjanak defektusa a prereceptorialis
kortizolaktivalas hidnya miatt csokkenti a granulocitdk életképességét. A glukoz-6-foszfat
transzporter jelenlétét a granulocita sejtek ER-jében mar kimutattak [351], de a tridd masik
két tagjanak jelenléte, és a funkcionalis kapcsolatok bizonyitdsa még tovabbi vizsgalatokat
igényel. Fontos azonban megjegyezni, hogy a granulocitdk egy sajatos — a majban talalhatotol
eltér6 — glukoz-6-foszfataz izoformat (glukoz-6-oszfataz-p vagy G6PC3) tartalmaznak,
szintén az ER-ben, és ennek defektusa ugyancsak zavart okoz a granulocita-differencialodas
folyamataban [352].

A NADPH fluoreszcens detektalasaval bizonyitottuk, hogy a lumenben elenyészd
mennyiségben talalhato NADP®. Glukéz-6-foszfat vagy kortizol hozzdadasa ugyanis alig
eredményez detektdlhat6 NADPH-termelést, hacsak el6zdleg az endogén NADPH-t
kortizonnal nem oxidaljuk (31. abra) [Piccirella et al., 2006; Czegle et al., 2006].
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31. abra 4 mikroszéoma lumenében magas a [NADPH]:[NADP"] ardny
[Piccirella et al., 2006]

A NADPH folyamatos, fluoreszcens detektalasa mellett a nyilak altal jelzett iddpontban a
feltiintetett vegyiileteket adtuk az intakt mikroszomahoz. A fliggéleges tengely a NADPH-nak
megfeleld fluoreszcencia mértékét mutatja mesterséges egységekben.

A: glukoz-6-foszfat (G6P) NADP™-redukalé hatasa; B: kortizon NADPH-oxid4lo hatasa, és
ennek visszaforditasa glukoz-6-foszfattal, illetve a glukoz-6-foszfat NADP-redukald
hatasanak kivédése a transzportot gatlo S3483 segitségével (b gorbe); C: kortizol NADP®-
redukalo hatasa; D: kortizon NADPH-oxidalé hatasa, és ennek visszaforditasa kortizollal.
Négy-hat kisérletbdl szarmazo jellemz6 regisztratumok lathatok az abran.

Az altalunk vizsgalt patkany majmikroszomaban tehat a NADPH-NADP™ redox
rendszer dontéen redukalt allapotban volt, ami arra utal, hogy a kisérleteinkhez felhasznalt
allatok méjsejtjeiben az ER lumenében is magas a [NADPH]:[NADP'] arany. Megfeleld
enzim jelenlétében (pl. glutation-reduktdz a citoplazmaban) ez maga utan vonja a tiol-
diszulfid redox rendszer redukalt allapotanak fenntartasat, ami fontos az antioxidans védelem
szempontjabol. Az organellum lumenében azonban a diszulfidok redukcioja az oxidativ
fehérjeérést tenné lehetetlenné, és a mérések is azt igazoljak, hogy a tiol-diszulfid redox

rendszer oxidalt allapotban van.
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5.2.3. A tiol-diszulfid és a NADPH-NADP+ redox rendszerek elkiiloniilése

Feltételeztiik tehat, hogy az ER lumenében a két kolokalizalt rendszer funkcionalisan
elkiiloniil egymastol. Megvizsgaltuk az esetleges kolcsonhatasokat, és azt talaltuk, hogy a
mikroszomalis fehérjék tioljait exogén NAD®, NADP® és kortizon nem képes oxidalni,

valamint NADH, NADPH és kortizol nem képes redukalni (13. tablazat).

fehérjetiolok mennyisége

mikroszomahoz adott reagens
g a kontroll %-aban

semmi (kontroll) 100,0+£9,2
NAD" (500 pM) 97,2+5,0
NADP* (500 pM) 91,9+8,1
NADH (500 pM) 95,3+ 9,2
NADPH (500 pM) 94,6 + 6,8
ditiotreitol (500 pM) 116,9 + 3,1*
FAD (500 pM) 76,3 + 14,2%
kortizon (10 pM) 98,8+14
metirapon (10 pM) 99,4+0,8
kortizol (10 pM) 101,9+2,2

13. tablazat Kiilonbozo oxidalo és redukadlo szerek hatasa a mikroszomadlis fehérjék tioljaira
[Piccirella et al., 2006]

A patkdny majbdl izolalt mikroszomat a feltiintetett vegyiilet jelenlétében inkubaltuk, majd
megmeértiik a fehérjék tiolcsoportjanak mennyiségét. A kontroll mikroszomaban ez 56,0 + 5,2
nmol/mg fehérje volt.

Atlag + széras; n=3-6; * P < 0,05

Az endogén, luminalis NADPH fluoreszcens detektalasaval azt is demonstraltuk, hogy
a vezikulumok belsejében talalhatd piridin-nukleotidok redukaltsagi allapota glutation-tiolok
és -diszulfidok hatasara nem valtozik meg, vagyis ebben a kompartmentben sem a NADP*-t
GSH-val redukalni, sem a NADPH-t GSSG-vel oxidalni nem lehet. Az intakt mikroszomahoz
adott GSH nem befolyasolta a kortizon NADPH-oxid4lé, illetve a glukoz-6-foszfat NADP™-
redukalod hatasat sem (32. abra). Ugyanilyen negativ eredményeket kaptunk GSSG-vel is.
[Piccirella et al., 2006].
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32. abra A glutation nem befolydsolja a lumindlis NADPH-NADP™ redox rendszer dllapotdt
[Piccirella et al., 2006]

A NADPH folyamatos, fluoreszcens detektalasa mellett a nyilak altal jelzett idépontban a
feltiintetett vegyiileteket adtuk az intakt mikroszémahoz. A fuggéleges tengely a NADPH-nak
megfeleld fluoreszcencia mértékét mutatja mesterséges egységekben.

Az ,,a”-val jelolt gorbe 1 mM GSH jelenlétében, a ,,b”-vel jelolt kontroll pedig GSH nélkiil
késziilt.

Négy kisérletbdl szdrmazo jellemzd regisztratumok lathatok az dbran.

A két redox rendszer fliggetlenségének egyik lehetséges magyardzata lenne az
organellumon beliili kiilonb6zd szubkompartmentacio, vagyis az egyik redox par (tiol-
diszulfid) szinte kizarélagos jelenléte a durva, mig a masik (NADPH-NADP™) jelenléte a sima
felszinti ER-ben. Bar az organellum két részének membranja ¢és lumene folytonos egymassal,
valamint a transzlokon csatorndkon és riboszomakon kiviil mas komponensek egyértelmii
ellendrizni. Ezért tisztitva eldallitottuk a durva és sima felszinli mikroszéma (szub)frakciot,
majd mindkettében kiilon-kiilon megvizsgaltuk a kortizon NADPH-szintekre gyakorolt
hatasat. Méréseink a fluoreszcencia hasonld mértékii csokkenését, és a valtozas glukoz-6-
foszfattal vald egyontetli visszafordithatosdgat mutattdk (a 30. abran lathatohoz hasonld
modon). Ezzel 6sszhangan azt taldltuk, hogy a kétféle mikroszomaban sem a 11BHSDI1 és
H6PD aktivitdsa, sem a prereceptorialis kortizoltermelés katalitikus triadjat alkotd6 harom
fehérje (glukoz-6-foszfat transzporter, H6PD és 11BHSD1) Western blottal detektalhato

szintje kdzott nincs szignifikans kiilonbség [Piccirella et al., 2006].

Aktivitaismérésekkel és Western blot moédszerrel egyarant demonstraltuk, hogy a

glutation-reduktaz enzim nem talalhaté meg az ER Ilumenében. A permeabilizalt
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mikroszomaban a glutationdiszulfid altal kivaltott NADPH-fogyas kevesebb mint 5%-a volt a
citoplazmaban mérhetd aktivitasnak (0,8 £ 0,3 vs. 16,8 = 1,6 nmol/perc/mg fehérje). A
glutation-dehidrogenaz elleni antitesttel késziilt Western blot pedig nem mutatta ki a fehérje
jelenlétét a mikroszéma frakcidban (33. abra). Az enzim hianya piridin-nukleotid és a tiol-

diszulfid redox rendszerek elkiiloniilését biztosithatja.

N R 50 KDa

PMF MIT CIT MSz

33. abra A glutation-reduktaz fehérje nincs jelen a majmikroszomaban
[Piccirella et al., 2006]

A patkdny majbol differencial-centrifugalassal eldallitott posztmitokondridlis feliilliszobol
(PMF), mitokondrium frakciobol (MIT), citoplazma frakciobol (CIT) és mikroszomabol
(MSz) azonos mennyiségii fehérjét (50 pg) futtattunk gél elektroforézissel, majd vizsgaltunk
western blot modszerrel. A glutation-reduktaz elleni antitest a fehérje méretének megfeleld
magassagban mutatta ki a fehérjét a mikroszéma kivételével az dsszes vizsgalt mintaban.
Négy analizisbdl szarmazé jellemzé kép lathato az abran.

Az ER lumenében elhelyezkedd NADPH-NADP™ készlet eredményeink szerint mind a
citoplazmai NADPH-NADP" készlettél, mind a luminalis tiol-diszulfid redox rendszertél
elkiilontl. A kortizoltermeléshez  sziikséges luminalis NADPH-utanpotlast —sajat
megfigyeléseink és masok eredményei szerint is a H6PD enzim tevékenysége biztositja
[Senesi et al., 2010a]. Mivel a lokalis kortizoltermelés intenzitasa egyértelmiien fontos
meghatdrozoja a sejt anyagcseréjének, hormonokra adott valaszreakcidjanak és
differencidlodasanak, vizsgéalatokat folytattunk a H6PD génexpresszidjanak és miitkodésének

alaposabb megismerése érdekében.

5.2.4. Mikroszomalis NADPH- és kortizoltermelés fruktoz-6-foszfat

felhasznalasaval

Hasonldan az ER egyéb luminalis enzimeihez, a HOPD tényleges szubsztratspecifitasat
is sztkiti, illetve meghatarozza a membranon keresztiili transzport szelektivitasa. A gluk6z-6-

foszfat bejutasat facilitalo, azonositott transzporterrdl kezdetben csak azt bizonyitottak, hogy
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a glukoztermelésre képes sejtekben sziikséges a glukoz-6-foszfatdz mitkodéséhez. Késdbb
deriilt ki rola, hogy a H6PD szdmara is szubsztratot biztosit, és a HO6PD alapveto
miilkddésének azt tartjuk, hogy a NADP® redukéldsihoz glukéz-6-foszfatot oxidal 6-
foszfoglukonatta. Ugyanakkor elképzelhetd, hogy a citoplazma feldl a szénhidrat-anyagcsere
egyéb intermedierei is taplalhatjak az ER luminalis NADPH-termelését, illetve ezen keresztiil
a lokalis kortizoltermelést. Ez a lehetdség kiilonosen érdekes a fruktdoz ¢és az elhizas
kapcsolata szempontjabol. A zsirsejtek ugyanis intenziv prereceptoridlis glukokortikoid-
metabolizmust folytatnak, és e sejtekben a fruktéz fruktdz-6-foszfatként kapcsolodik a

glikolizisbe.

Megvizsgaltuk tehat, hogy a majbol, valamint zsirszovetbdl késziilt mikroszéma
képes-e a fruktoz-6-foszfat felvételére és felhasznalasara. Elsoként arra voltunk kivancsiak,
hogy atalakulhat-e a frukt6z-6-foszfat glukoz-6-foszfattd az ER belsejében, ezért
Osszevetettiik a patkany majmikroszémaban zajlo glukdztermelés sebességét a kétféle hexodz-
6-foszfat jelenlétében. Azt talaltuk, hogy a fruktdéz-6-foszfat is kivaldo forrdsa a
glukoztermelésnek, vagyis hatékonyan izomerizalodik (14. tablazat) [Senesi et al., 2010b].
Ugyanakkor elképzelhetd, hogy az izomerizacié — legalabbis részben — a vezikulumok kiilsd
felszinéhez esetleg asszocialodott citoplazmatikus foszfohex6z-izomerdz miikddésének
tudhaté be. Annak eldontésére, hogy lumindlis enzim aktivitasat észleljiik-e, el6szor
megvizsgaltuk, hogyan hat a glukdéztermelés sebességére a vezikulumok ismételt mosésa,
vagyis a hozzajuk tapado fehérjék eltavolitasa a vezikulumok iilepitésével és puffercserével.
Az els6 mosas kilenced részére csokkentette a fruktdz-6-foszfatbol, és csak kisebb mértékben
befolyasolta a glukoz-6-foszfatbol kiinduld glukdztermelés sebességét (14. tablazat) [Senesi
et al., 2010b]. Az észlelt izomerizacid nagy részét tehat valoban a vezikulumokhoz lazan
kotddo, citoplazmai izomeraz végezte. A maradék aktivitds azonban mar tobbszori mosassal
sem volt eltavolithatd, ami erésen tapadd extravezikularis vagy lumindlis enzim jelenlétére
utal. A frukt6z-6-foszfat esetében észlelt, 1ényegesen nagyobb latencia (85% szemben a
gluk6z-6-foszfatnal mért 40%-kal) viszont egy kozbeiktatott, lassubb transzportfolyamatot

jelez.
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Mosasok szama
Szul:’>- M! kro- 0 1 9 3
sztrat | szOma
Intakt 80,15 +4,37 45,56 +£3,82* | 41,60+5,19 | 40,31 +4,73
G6P
i i Permeab. | 156,23 £9,37 | 72,74 £5,82* | 70,14+ 7,02 | 71,54 +£3.91
Glukoztermelés
(nmol/perc/mg feh) Intakt 30,11 £5,12 3,58+ 1,31* | 3,35+0,95 3,22+ 1,06
FeP
Permeab. | 54,28 +4,73 23,39+2,70* | 21,74+1,99 | 20,83 +2,12
Kortizon-kortizol G6P Intakt 50,58 £ 0,37 44,80 +1,60* | 45,77 +1,99 | 43,05+1,00
atalakulas
(pmol/perc/mg feh) | F6P Intakt 51,98 1,31 35,16+ 1,60* | 36,15+ 0,81 | 33,98=1,72

14. tablazat Glukoztermelés és kortizonredukcio glukoz-6-foszfat, illetve fruktoz-6-foszfat
mellett patkany majmikroszomaban
[Senesi et al., 2010b]

A patkany majbol izolalt mikroszoma (0,5 mg fehérje/ml) extravezikularis fehérjéit a jelzett
szamu mosassal (lilepités €s puffercsere) tavolitottuk el. A membran permeabilizalasahoz
alameticint (0,05 mg/mg fehérje) hasznaltunk. A hexdz-foszfatokat (gluk6z-6-foszfat: G6P és
fruktoz-6-foszfat: F6P) a glukdztermelés mérésekor 2 mM-os, a kortizon (5 pM)
redukcidjanak vizsgalatakor 50 uM-os koncentracidban alkalmaztuk. Hex6z-foszfatok
hozzédadasa nélkiil egyik aktivitas sem volt detektalhato az adott kisérleti felallasban.
Atlag + széras; n=4; * P < 0,005 (az elétte 4116 oszlophoz viszonyitva)

Ezutan Osszehasonlitottuk a majbol preparalt mikroszémaban zajlo kortizonredukcid
sebességét a kétféle hexoz-6-foszfat jelenlétében. Itt az els mosas csak kisebb csokkenést
eredményezett (32 és 11% fruktdz-6-foszfat, illetve glukdz-6-foszfat esetén), és a tovabbiak
mar nem jartak szignifikans valtozassal (14. tablazat) [Senesi et al., 2010b]. A majbol
preparalt mikroszoma tehat rendelkezik el nem tavolithatd, sajat hex6z-6-foszfat-izomeraz
aktivitassal, amely Iépést tud tartani a H6PD és 11BHSDI1 enzimek miikodésével. A jelenség

megismerésére végzett, tovabbi kisérleteket mosott mikroszomén végeztiik.
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34. abra Fruktoz-6-foszfat mint a NADPH-termelés forrasa majbol és zsirszovetbol késziilt
mikroszomdban
[Senesi et al., 2010b]

Majbol (A és B), illetve zsirszovetbdl (C és D) késziilt mikroszomahoz (0,5 mg fehérje/ml) a
NADPH-ra jellemzd fluoreszcencia folyamatos detektaldasa mellett 2 mM NADP*-t (N), majd
50 uM hex6z-6-foszfatot (GO6P/F6P) adtunk, végiil a membrant Triton X-100-zal (T)
permeabilizaltuk. A (+) jelzés 10 mM fruktdz-1,6-biszfosztat, izomerazgatlo jelenlétét jelzi.
Ot analizisbél szarmazo jellemz6 kép lathat6 az dbran.

Megmértiik a fruktdz-6-foszfattal taplalt NADPH-termelés sebességét majbol és
zsirszovetbol izolalt mikroszomaban. Mindkét preparatum képes felhasznalni a frukt6z-6-
foszfatot a NADP"-redukalas forrasaként, és mindkettében latens ez az aktivitas is (34. abra)
[Senesi et al., 2010b]. Valoszintisitheté azonban, hogy a fruktdz-6-foszfatnak ez esetben is
el6szor glukdz-6-foszfatta kell alakulnia, amit az is megerdsit, hogy frukt6z-1,6-biszfoszfat, a
foszfohexdz-izomeraz ismert gatloszere, ami glukoz-6-foszfat esetén hatastalan, hatékonyan

gatolta a frukt6z-6-foszfat-fliggd NADPH-termelést (34. abra) [Senesi et al., 2010b].
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Hasonlé kisérleti felallasban kimutattuk a fruktoz-6-foszfatbol kiinduld 6-foszfo-
glukonatkeletkezést is a kétféle szovetbdl késziilt mikroszémaban. A reakcidelegyhez
hozzaadott 6-foszfoglukonat-dehidrogenaz ugyanis tovabbi, jelentés NADPH-termelést
valtott ki, ami szubsztratjanak jelenlétére utal (35. abra) [Senesi et al., 2010b]. Mivel a
fruktoz-6-fosztat altal kivaltott NADPH-termelés gatolhato volt frukt6z-1,6-biszfoszfattal, és
egyiitt jart a 6-foszfoglukonat keletkezésével, meggy6zddtink arr6l, hogy a H6PD

szubsztratjaként az izomerizacioval keletkezo gluk6z-6-fosztat szolgal.
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35. abra 6-Foszfoglukonat keletkezése fruktoz-6-foszfatbol majbol és zsirszovetbdl késziilt
mikroszomaban
[Senesi et al., 2010b]

Ma4jbol (A), illetve zsirszovetbdl (B) késziilt mikroszomahoz (0,5 mg fehérje/ml) a NADPH-
ra jellemzé fluoreszcencia folyamatos detektaldasa mellett 2 mM NADP™-t (N), majd 10 uM
fruktoz-6-foszfatot (FOP) adtunk, végiil a membrant Triton X-100-zal (T) permeabilizéltuk.

A 6-foszfoglukonat jelenlétét az 1 U/ml 6-foszfoglukonat-dehidrogenaz (Enz) hozzaadasa
hatasara keletkez6 NADPH alapjan mutattuk ki. A mérés végén 5 uyM NADPH-t adtunk az
elegyhez kalibralasként.

Harom analizisbdl szdrmaz6 jellemzd kép lathatd az dbran.

Tovéabbra is megvalaszoland6 kérdés volt azonban, hogy az izomerizaciét luminalis
vagy a felszinhez erdsen tapadd enzim katalizalja. Ennek eldontése céljabol megvizsgaltuk,
hogy a fruktoz-6-foszfat gluk6z-6-foszfatta alakuldsat hogyan befolydsolja a membran
permeabilizalasa. Mas szavakkal, arra voltunk kivancsiak, hogy az intakt mikroszoma képes-e

kiviilrél hozzaférhetd glukoz-6-foszfat eldallitasara fruktdz-6-foszfatbol. Kihasznalva, hogy a
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H6PD NADP*-specifikus, igy igen kis affinitist mutat NAD" irant, a glukoz-6-foszfat
keletkezését NAD™-specifikus (L. mesenteroides-b8l szarmazé) —glukoz-6-foszfatiz

hozzaadasa utan, a keletkez6 NADH detektalasaval mutattuk ki.
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36. abra A mikroszomalis hexoz-foszfat-izomeraz aktivitas luminalis elhelyezkedése
[Senesi et al., 2010b]

Majbol (A és C), illetve zsirszovetbdl (B és D) késziilt mikroszomahoz (0,5 mg fehérje/ml) a
NADH-ra jellemz6 fluoreszcencia folyamatos detektalasa mellett 500 uM NAD™-ot (N), majd
50 uM frukt6z-6-foszfatot (F6P) adtunk. A mikroszomalis membrant Triton X-100-zal (T)
permeabilizaltuk (A és B), vagy intakt allapotat megériztiik (C és D). A (-) jel a frukt6z-1,6-
biszfoszfat hianyara, a (+) jel a megadott koncentracidju jelenlétére utal. Az izomerizacio
(glukéz-6-foszfat keletkezése) kimutatasara L. mesenteroides-bdl szarmazo, NAD -fiiggd
gluk6z-6-foszfat-dehidrogenazt (1 U/ml - G6PD) adtunk a reakcidelegyhez, és kovettiik a
gluko6z-6-foszfat altal kivaltott NADH-termelést.

Hérom analizisbdl szarmazé jellemzo kép lathato az dbran.

Azt taldltuk, hogy intakt mikroszoma — akar mdj, akéar zsirszovet eredetli —
jelenlétében nem termelddik jelentds mennyiségli glukoz-6-foszfat fruktoz-6-foszfatbol;
ugyanakkor permeabilizalt membran esetén mindkét mikroszoémaban nagy izomerdz aktivitas

észlelhetd, amely gatolhato fruktoz-1,6-biszfoszfattal (36. abra) [Senesi et al., 2010b].
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Az altalunk vizsgalt mikroszomapreparatumok tehat rendelkeznek luminalis
foszfohexo6z-izomerdz aktivitassal. Kozvetlen, gyors sziiréses transzportmérésekkel
bizonyitottuk, hogy a fruktoz-6-foszfat valoban fehérjemedialt mechanizmussal be is tud jutni
a maj- és zsirmikroszoma lumenébe. A transzport sebessége maj esetén nagyjabol egy
nagysagrenddel, de zsirszovetbdl késziilt mikroszomaban alig 30%-kal kisebb a gluko6z-6-
foszfaténal. Megallapitottuk azt is, hogy a két hexoz-6-foszfat kiilonbozd fehérjék
kozvetitésével jut 4t a membranon, igy a fruktdz-6-foszfat transzportere azonositisra var

[Senesi et al., 2010b].

Annak megerdsitésére, hogy maga a fruktdz-6-foszfat valoban nem szubsztratja
kozvetleniill a H6PD enzimnek, valamint annak tisztazasara, hogy a hexdz-6-foszfat
izomerizdci6 nem a H6PD sajat aktivitdsa, tisztitott enzimet hoztunk Ilétre ¢&s
tanulmanyoztunk. Beigazolddott, hogy a tisztitott huméan H6PD frukt6z-6-foszfatot nem (csak
glukdz-6-foszfatot) képes felhasznalni NADPH-termeléshez, és ezzel dsszhangban a fruktdz-

6-foszfat izomerizalasara sem képes (37. abra) [Senesi et al., 2010Db].
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37. abra Tisztitott, rekombindans, human H6PD vizsgalata
[Senesi et al., 2010b]

A: Az enzim nem hasznalja fel a fruktoz-6-foszfatot (F6P) NADPH-termeléshez. A tisztitott
H6PD-t 100 pM hexo6z-6-foszfat (G6P vagy F6P) és 250 uM NADP™ jelenlétében inkubaltuk
¢és detektaltuk a NADPH-ra jellemz0 fluoreszcenciat.

B: Az enzim nem katalizalja a F6P-G6P izomerizéciot. A tisztitott HOPD-t 100 uM hex6z-6-
foszfat (G6P vagy F6P) és 500 uM NAD" jelenlétében inkubaltuk, és detektaltuk a NADH-ra
jellemzd fluoreszcenciat. Glukoz-6-foszfat kimutatasara L. mesenteroides-bdl szarmazo,
NAD"-fiiggd glukoz-6-foszfat-dehidrogenazt (1 U/ml - G6PD) adtunk a reakcidelegyhez
(nyil). A (-) jel a fruktoz-1,6-biszfoszfat hianyara, a (+) jel az izomerazgatld jelenlétére utal.
Hérom analizisbdl szarmazo jellemzo6 kép lathato az abran.
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Az ER lumenébe bejut tehat a fruktdoz-6-foszfat, és ott egy még azonositatlan
foszfohex6z-izomeraz kozremiikodésével atalakul glukoz-6-foszfatta, ami mar a H6PD vagy a
gluk6z-6-foszfataz (majban) szubsztratjaul szolgalhat. A citoplazmai fruktoz-6-foszfat tehat a
gluko6z-6-foszfathoz hasonldan taplalhatja a glukoztermelést €s a lokalis kortizolaktivalast is.
Az ER membranjanak frukt6z-6-foszfat-transzportjat, valamint a luminalis foszfohex6z-
izomeraz miikodését mi irtuk le elsdként. Ez utobbirdl bizonyitottuk, hogy nem azonos a
H6PD-vel (37. abra), és tovabbi méréseinkkel azt is kizartuk, hogy azonos a citoplazmai
izomerazzal: a citoplazmai enzimre specifikus antitest nem ismeri fel, és a citoplazmai
enzimétdl karakterisztikusan eltér a pH-fliggése, valamint eritr6z-4-foszfattal szembeni
érzékenysége [Senesi et al.,, 2010b]. Tovabbi kutatds sziikséges a fruktoz-6-foszfat
transzporterének ¢és az organellum sajat foszfohexdz-izomerdzanak molekularis

azonositasahoz.

A H6PD luminalis NADPH-termelését eredményeink szerint a szénhidrat-anyagcsere
két kdzponti intermediere, a glukdz-6-foszfat és a fruktoz-6-foszfat egyarant taplalhatja. Az
enzim prereceptoridlis glukokortikoid-aktivalasban betdltott szerepét meggy6z6 bizonyitékok
tdmasztjdk ald. Ez a funkcié a tdpanyagmetabolizmus legfontosabb szerveiben (m4j, izom,
zsirszdvet) bizonyitottan relevans, de nagyon keveset lehet tudni a tobbi sejt- és szdvettipus

crer

mukodésérdl, illetve szerepérol.

5.2.5. A H6PD expresszidja kiillonb6z6 szovetekben

Kiilonb6z6 patkany és human szévetmintakban 0sszehasonlitottuk a HGPD aktivitasat,
illetve MRNS- és fehérjeszintli expressziojat. Az enzimaktivitast a korabbiakban ismertetett
modszerrel, a glukoz-6-foszfat és NADP jelenlétében inkubalt mikroszoma NADPH-
termelésének fluoreszcens detektaldsaval hataroztuk meg. Minden altalunk tanulmanyozott
mintaban észlelhetd volt a szinte 100%-os latencia, vagyis az enzim miikodését csak a
membran permeabilizalasa utdn lehetett megmérni. Viérakozisunknak megfelelden a
majszovetben észleltilk a legnagyobb HO6PD aktivitast, de kiilonb6z6 mértékben az Gsszes
vizsgalt szovet mikroszomaja képes volt luminalis NADPH-termelésre glukoz-6-foszfat

felhasznalasaval (38. abra) [Marcolongo et al., 2011].
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H6PD aktivitas
(nmol/perc/mg fehérje)

PATKANY

38. abra A H6PD aktivitasa kiilonbozo patkany és human szévetekben
[Marcolongo et al., 2011]

A mikroszomapreparatumokat (0,5 mg fehérje/ml) NADP' és glukoz-6-foszfat jelenlétében
37 °C-on inkubaltuk, Triton X-100-zal permeabilizaltuk, majd folyamatosan detektaltuk a
NADPH-ra jellemz6 fluoreszcencia valtozasat. Az enzimaktivitast az egyenes meredeksége
alapjan szamitottuk.

Atlag + standard hiba; n=3-5.

Megerdsitendd, hogy a mikroszomadlis aktivitdsméréseinkkel valéban a H6PD enzim
jelenlétét detektaltuk, dsszehasonlitottuk a HOPD mRNS szintjét is a vizsgalt szovetekben. A
teljes RNS-izolalast kovetd reverz transzkripcioval eléallitott cDNS-mintak kvantitativ, ,,real
time” PCR analiziséhez kétféle referencia RNS-t is hasznaltunk (glicerinaldehid-3-foszfat-
dehidrogenaz: GAPDH, valamint szukcinat-dehidrogenaz), és a kiszamitott, normalizalt
MRNS-szinteket a majban kapott értékekhez viszonyitottuk (39. abra) [Marcolongo et al.,
2011]. Minden szovetben jol mérheté volt a HOPD-mRNS mennyisége, tehat a gén atirasa
bizonyosan megtortént. A relativ mRNS-expresszios szintek és a megfeleld szovetekben mért
enzimaktivitasok jol korrelaltak, bar egyes mintdkban a meglehetdsen nagy aktivitdshoz
viszonylag kis mRNS-szint tarsult (39. abra) [Marcolongo et al., 2011]. Fontos azonban
megjegyezni, hogy az aktivitds mérésekor a mikroszomadlis fehérje mennyiségét vettiik alapul,
¢s egy-egy fehérje részardnya az O0sszes mikroszomalis fehérjéhez képest szovettipusonként

jelentds eltéréseket mutathat.
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39. abra A H6PD mRNS-szintek patkdny és humdn szévetekben
[Marcolongo et al., 2011]

A feltiintetett patkany és human szovetekbdl nyert teljes RNS reverz transzkripcidjaval
eléallitott cDNS-mintakban ,,real-time” PCR analizissel hataroztuk meg a specifikus mRNS-
szinteket, és a HOPD mRNS mennyiségét a GAPDH-éra normalizaltuk. Minden eredményt a

majban kapott értékekhez viszonyitva mutat az abra baloldali része. A jobboldalon a
bemutatott, relativ mRNS-szintek és az azonos szévetekb6l szarmazo
mikroszoémapreparatumok H6PD aktivitasai kozti korrelacio analizise lathato.
Atlag + standard hiba; n=3-5.

H6PD-re specifikus elsddleges antitest segitségével, Western blot modszert
alkalmazva a fehérjemennyiségeket is dsszehasonlitottuk a kiilonboz6 szovetekbdl késziilt
preparatumokban. A szemikvantitativ analizishez szkenneld denzitometriat hasznaltunk, és
minden denzitdst a majmintdéhoz viszonyitottunk. A kapott eredmények jobban
egybecsengtek az enzimaktivitasokkal, mint az mRNS-szintekkel, amit az el6bbivel fennallo
szorosabb korrelacié is mutat (40. abra) [Marcolongo et al., 2011]. A H6PD altalunk feltart,
altalanos kifejezOdése az Osszes vizsgalt szovetben azt valdsziniisiti, hogy az enzim
,housekeeping” géntermék, amelyre minden sejttipusban sziikség van. Funkcidja minden
bizonnyal talmutat a prereceptoridlis kortizoltermelésen, mivel ott is viszonylag magas
fehérjeszintet és aktivitast észleltiink, ahol a 11BHSDI1 kifejez6dése alacsony (pl. 1ép és here).
Valdszintisithetd tehat, hogy a magas, luminalis [NADPH]:[NADP"] arany fenntartdsa az
organellum egyéb aktivitdsdhoz (pl. hibas fehérjék kitekeredése és retro-transzlokacidja,
antioxidans védekezés) és szabalyozasi mechanizmusaihoz (pl. a rianodin-receptor csatornak
nyitasi valoszinliségének redox kontrollja, az ER tapanyagérzékeld funkcidja) is sziikséges

lehet [Senesi et al., 2010a].
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40. abra A H6PD fehérjeszintek patkany és humadn szovetekben
[Marcolongo et al., 2011]

A feltiintetett patkany és human szévetekbdl késziilt lizatumokban Western blot analizissel
detektaltuk a HOPD fehérjét, és a szkenneld denzitometriaval szamszerisitett mennyiséget a
majmintanal kapott értékhez viszonyitottuk (baloldal). A jobboldalon a bemutatott, relativ
fehérjeszintek €s az azonos szdvetekbdl szarmazd mikroszémapreparatumok H6PD aktivitasai
kozti korrelacid analizise lathato.

Atlag + standard hiba; n=3-5.

A lokélis glukokortikoidtermelés, illetve ennek mozgatd rugdjaként a HG6PD
zsirsejtdifferencidlodasban betoltott szerepét tobb tanulmany is kimutatta. A kezdeti kutatasok
azt jelezték, hogy az adipogenezis soran fordulat kovetkezik be a 11BHSD1 4altal katalizalt
reakcio iranyaban, vagyis kortizontermelés helyett beindul a kortizoltermelés [353]. Ezt pedig
azzal magyaraztak, hogy a H6PD génexpresszidja fokozodik a differencialodo sejtekben
[354]. Mivel a H6PD expresszidjanak jelentds valtozasa nem allt Osszhangban sajat
megfigyeléseinkkel és a ,housekeeping” funkcioval, mi is vizsgalatokat folytattunk az
organellum lokalis kortizoltermelését érinté és a zsirsejtdifferencialodas soran bekovetkezd

valtozasok tisztazasa érdekében.

5.2.6. A H6PD expresszidja zsirsejtdifferenciacio soran

A zsirsejtdifferenciaciot kétféle sejtmodellen tanulméanyoztuk. Egyrészt human
zsirszovetbol szarmazoé mezenchimalis Ossejteket (ADMSC), masrészt 3T3-L1 egér
fibroblasztokat késztettiink in vitro adipocita iranyt differencialodasra [Senesi et al., 2008].
Elébbi esetében 14, mig utobbinal 7 napig tartott a sejtek atalakulasa. Mindkét sejttipusban
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vizsgaltuk a kortizon-kortizol atalakulasért felelés enzimek miikddését és génexpresszidjanak
alakulasat. A differencidlatlan 3T3-L1 sejtekben nagyon alacsony kortizonredukcios aktivitas
mérhetd, de ez igen jelentés mértékben né a differencialédas hét napja soran (41. abra)
[Senesi et al., 2008]. Ugyanakkor az ellentétes iranytt hormonatalakulas a differencialt sejtben
nem is volt detektalhatd, és a folyamat hetedik napjan is nagyon alacsony maradt, vagyis a
kortizolkeletkezésnek kevesebb mint tizede volt (41. abra) [Senesi et al., 2008]. Hasonld
eredményeket kaptunk ADMSC-k esetében is. Az altalunk tapasztalt aktivitasok tehat eltértek
a korabban publikalt adatoktol, hiszen a reakcio iranya nem fordult meg, csupan az eleve

dominans kortizolkeletkezés intenzitasa nott.

40
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41. abra Kortizonredukcio és kortizoloxidacio a 3T3-L1 sejtekbdl indulo adipogenezis soran
[Senesi et al., 2008]

Zsirsejtdifferencialodast valtottunk ki 3T3-L1 sejtekben, és a folyamat megjeldlt napjain
HPLC-vel mértiik a kortizonbdl torténod kortizol-, illetve kortizolbol térténd kortizon
keletkezést (1 mM szteroid jelenlétében, 2 ora alatt, 37°C-on).

Atlag + Szoras; n=4.

A differencidlodo sejtek HOPD ¢és 11BHSDI1 fehérjeszintjeit is tanulmanyoztuk a
megfeleld specifikus antitestek segitségével végzett Western blot modszerrel. Az
aktivitasfokozodas alapja eredményeink szerint nem a H6PD, hanem a 11BHSDI1 fehérje
mennyiségének ugrasszerli novekedése volt. Amig a H6PD egyenletes szinten maradt a

differencialatlan és differencialoddo ADMSC és 3T3-L1 sejtekben, addig az alig kimutathatd
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11BHSDI1 fehérje szintje mindkét sejtmodellben sokszorosara emelkedett a folyamat végére
(42. abra) [Senesi et al., 2008].

H6PD - ADMSC H6PD - 3T3-L1
kDa kDa
105 105 —
| — — ERemm e s

75— 5

Nap: O 7 14 Nap: 0 3 7
kDa 11BHSD1-ADMSC kDa  11BHSD1 - 3T3-L1
35— , I —

30— 30—

Nap: O 7 14 Nap: 0 3 7

42. abra HO6PD ¢és 11SHSDI fehérjeszintek a zsirsejt iranyba differencidalodo ADMSC, illetve
3T3-L1 sejtekben
[Senesi et al., 2008]

A Western blottal vizsgalt fehérje lizatumok (ADMSC — baloldal), illetve
mikroszomapreparatumok (3T3-L1 — jobboldal) a differencialodas indukciodja elétt (0. nap),
illetve a differencialodas jelzett napjan késziiltek.

Feliil a HO6PD fehérje, alul pedig a 11BHSD1 fehérje immunoblotjai talalhatok.
Harom (ADMSC), illetve négy (3T3-L1) analizisbdl szarmazd jellemzd kép lathatd az dbran.

Annak kideritésére, hogy az észlelt fehérjeszintli valtozdsok pre- vagy
poszttranszlaciés hatdsok kovetkezményei, megvizsgaltuk a két vizsgalt fehérjét kodolo
MRNS-ek mennyiségének alakuldsat is a differenciacid soran. Reverz transzkripciot koveto,
Kvantitativ ,,real-time” PCR analizisiinkhoz referencia génként a -2-mikroglobulin génjét
(human sejtekhez), illetve az Rplp0 riboszomalis fehérje génjét (3T3-L1 sejtekhez)
hasznaltuk. Az aktivitdisméréseink és Western blot analizisiink eredményeivel 6sszhangban, a
H6PD mRNS valtozatlan szintjét, valamint a 11BHSD1 mRNS kozel két nagysagrendnyi
emelkedését talaltuk mindkét sejtes modelliinkben (43. abra) [Senesi et al., 2008].
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43. abra A H6PD és a 11HSD1 mRNS-ének mennyiségi valtozdsa a zsirsejt iranyba
differencialodo ADMSC, illetve 3T3-L1 sejtekben
[Senesi et al., 2008]

Kvantitativ ,,real-time” RT-PCR analizist végeztiink a H6PD és a 11HSD1 mRNS-ek
mennyiségének Osszehasonlitdsara ADMSC (baloldal) és 3T3-L1 (jobboldal) sejtekbdl a
differencialodas indukcidja el6tt (0. nap), illetve a differencialodas jelzett napjan késziilt teljes
RNS-preparatumokon. Referencia génként a -2-mikroglobulin génjét (human sejtekhez),
illetve az RplpO0 riboszomalis fehérje génjét (3T3-L1 sejtekhez) hasznaltuk.

Atlag + szoras; n=4.

A kétféle adipogenezis-modell vizsgalata tehat egységesen azt mutatta, hogy a H6PD
expresszidja nem valtozik a zsirsejtek kialakuldsa sordn, és a lokalis kortizoltermelés
differenciaci6 kozben megfigyelhetd, jelentds fokozddasa a 11BHSDI1 valéban nagymértékii
indukcidjanak koszonhetd. Mindez meggy6zOen alatamasztja a HO6PD ,housekeeping”
jellegét, hiszen ismét olyan sejtekben mutattuk ki egyértelmii jelenlétét, amelyek alig
rendelkeznek 11BHSD1 enzimmel (a differencialatlan mezenchimalis &ssejtek, illetve
fibroblasztok); raadasul a sejtmiikddés ugrasszeri 11PHSD1-indukcioval jard, alapos

megvaltozasa soran is konstitutiv médon fejezodott ki.

A H6PD egyenletes kifejezddése Osszhangban van azzal az elméletiinkkel, mely
szerint az enzim koOzponti szerepet jatszik a tapanyag-ellatottsag érzékelésében, vagyis
aktivitasat, és ezen keresztlil az ER lumindlis piridin-nukleotid redox statuszat alapvetden a
szubsztratként szolgdlo redukald forrasok mennyisége hatarozza meg. Mar bemutattuk, hogy

a glukoz-6-foszfat és a fruktdz-6-foszfat szinte egyenértékii médon taplalhatja a H6PD altal
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katalizalt NADPH-termelést. Fontos azonban ramutatni, hogy e két intermedier szintjét nem
csak a sejt szénhidrat- (glukdz-, galaktéz- és fruktoz-) ellatottsaga, hanem a zsirsav- és
aminosavkinalat is befolyasolja. Barmely forrasbol keletkezik ugyanis NADH, ATP, acetil-
KoA ¢és citrat, ezek visszahatnak a monoszacharidok anyagcseréjére, ¢€s a glikolizis
foszfofruktokindz-1 el6tti intermediereinek felhalmozddasahoz vezetnek. Ez alapjan
feltételeztiik, hogy szoros kapcsolatnak kell lennie a taplalékfelvétel (€¢hezés/jollakottsag),

valamint az ER luminalis piridin-nukleotidkészletének redox statusza kozott.

5.2.7. Ehezés és jollakottsag hatasa az endoplazmas retikulum luminalis

piridin-nukleotidjainak redox statuszara

Az ER nutriensszenzor miikodésére és ezen belill a luminalis redox statusz kiemelt
szerepére vonatkozo hipotézisiinket in vivo Kkisérletekkel ellendriztiik. Jollakott, illetve
kiilonb6z6é idétartamon 4t (12 vagy 36 oOraig) éheztetett, him Wistar patkdnyok majabol
preparalt mikroszomaban vizsgaltuk a kortizon-kortizol atalakitast, valamint a luminalis
NADP*-NADPH készlet allapotat. Eldszor a folyamatban kozvetleniil érintett fehérjék
mennyiségének esetleges valtozasat teszteltik Western blot modszerrel. Sem a glukdz-6-
foszfat-transzporter, sem a H6PD vagy a 11BHSD1 enzim esetén nem észleltiink szignifikans
eltérést a harom csoportbdl szarmazo mintakban, és ezt az enzimek aktivitdsanak mérésével is

megerdsitettiik [Kereszturi et al., 2010].

Ezutan a mikroszoma endogén kortizonredukald és kortizoloxidalo képességét mértiik,
vagyis az intakt vezikulumokhoz csak szteroidot adtunk kiilsé redukalé vagy oxidald forras
nélkiil. Markans eltérést figyeltiink meg a jollakott és ¢hezd allatokbol szarmaz6 mikroszoma-
preparatumok kozott. Az éhezés eldrehaladtaval fokozatosan csokkent a kortizonredukcid és
nétt a kortizoloxidaci6 (44. abra) [Kereszturi et al., 2010]. Mivel a H6PD és a 11BHSD1
fehérjeszintje és aktivitdsa nem tért el a mintdkban, a jelenség hatterében a szteroidok
redukalasahoz vagy oxidalasahoz a lumenben rendelkezésre all6 szubsztratok mennyiségének

valtozasa allhat.
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44, abra Patkany majmikroszoma endogén kortizonredukalo és kortizoloxidalo kapacitasa
[Kereszturi et al., 2010]

A jollakott, illetve 12 vagy 36 6rat éheztetett patkanyok méjabol késziilt, intakt mikroszémat
(5 mg fehérje/ml) kortizon (A) vagy kortizol (B) (10 uM) jelenlétében inkubaltuk, és a
baloldali diagramokon jelzett idopontokban HPLC-vel mértiik a keletkezé kortizol (A), illetve
A redukcio és oxidacio sebességének aranyat (C) az A és B diagram adatainak
felhasznalasaval szamoltuk ki.

Atlag + szoras; n=3; *P < 0,05; ***P < 0,001 a jollakotthoz képest.
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A kortizonredukci6o kozvetlen elektronforrasa a NADPH, a kortizoloxidacid
elektronfelvevédje pedig a NADP®. A mikroszéma endogén szteroiddtalakitasi kapacitasa tehat
leginkabb a luminalis [NADPH]:[NADP*] aranyt tiikkrozi. Kihasznalva a NADPH jellegzetes
fluoreszcencidjat, elvégeztiikk ennek direktebb vizsgélatat is. Varakozasunknak megfeleléen
azt talaltuk, hogy az €¢hezés elérehaladtaval egyre csokkent az endogén NADPH mennyisége,
vagyis egyre kevesebb volt a mikroszomaban kortizonnal, illetve metiraponnal (lasd 5.2.8.
fejezet) oxidalhato NADPH (45. abra) [Kereszturi et al., 2010].
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45, abra Patkany mdjmikroszoma luminalis NADPH-tartalma
[Kereszturi et al., 2010]

A jollakott, illetve 12 vagy 36 orat éheztetett patkanyok majabol késziilt, intakt
mikroszoémahoz (2 mg fehérje/ml) a luminalis NADPH oxidalasara alkalmas kortizont (balra)
vagy metirapont (jobbra) adtunk, mik6zben folyamatosan detektaltuk a NADPH-ra jellemz6
fluoreszcencia mértekét.

Harom analizisbdl szdrmaz6 jellemzd képek lathatok az dbran.

Ehezés hatisara tehat egyre csokken a majsejtek ER-jében a kortizoltermeléshez

felhasznalhatd6 NADPH mennyisége, és feltételezhetd, hogy a jelenség mas sejtekben is
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elofordul. A luminalis NADPH-termeléshez, és ez altal a kortizolaktivalodashoz,
felhasznalhatd gluko6z-6-foszfat és fruktdz-6-fosztat koncentracidja a sejtek szénhidrattal és
egy¢eb tipusu tapanyaggal valo ellatottsaganak fliggvényében valtozik, igy a HOPD miikodése
valojaban kozvetleniil dsszekapcsolja az inetermedier anyageserét a hormonmetabolizmussal
[Banhegyi et al., 2009]. Ez a jelenség pedig az organellum altalanos tapanyagérzékeld
mikodésének egyik kulcsmechanizmusa lehet [Mandl et al., 2009]. Az ER elkiiloniilt és
mégis kolcsonhatd redox rendszerei [Banhegyi et al., 2012] olyan szenzort képeznek, amely
érzékenyen reagal a sejt tdpanyag-ellatottsagara, ugyanakkor alapvetden meghatirozza az
organellum szertedgazé mikodését [Csala et al.,, 2010]. A kortizon-kortizol atalakulas
eltolddasa, illetve a lokalis glukokortikoidhatds ilyetén modulalasa kivaloan példazza ezt, de a
redox egyensuly eltolodasa altal kivaltott ER-stresszrdl is bebizonyosodott, hogy a fehérje- és
lipidanyagcsere kiemelked6 regulatora [Mandl et al., 2013]. Az oxidativ fehérjeéréstol
elvalaszthatatlan tiol-diszulfid redox rendszer barmilyen irdnyt eltolédasa az ER-stressz
kozvetlen kivaltd oka lehet, és beinditja az organellumbodl eredd jelatviteli folyamatokat.
Figyelemre mélto, hogy bizonyos megfigyelések szerint a piridin-nukleotid redox rendszer
szintén kivaltoja vagy befolyasoloja lehet az ER-stressznek [Banhegyi et al., 2007].

A fizioldgias koriilmények kozt jol miikodd szenzor persze koros folyamatok
beinditoja vagy erdsitdje is lehet. A metabolizmus valtozésai hatasara, a redox homeosztazis
finom eltolddasa révén jeleket generdld vagy modulalé rendszer ugyanis fel is borithatja a
sejt/szervezet mitkddését, ha a metabolizmus eleve szélsdséges vagy a redox homeosztazis
egyéb okbol zavart szenved. Szamos neuroldgiai betegség hatterében bizonyitottdk az ER
redox-eredetii miikodési zavarat mint a patomechanizmus fontos elemét [Banhegyi et al.,
2008]. A tultaplalas és mozgasszegény életmod kombinacioja szélsdséges terhelést jelenthet a
nutriensszenzor szamara, és karos mértékii prereceptorialis kortizoltermelést eredményezhet a
tapanyag(til)kinalat folyamatos fenntartasa révén. Ez pedig hozzajarulhat az elhizashoz és az
inzulinrezisztencidhoz is. Felvetddik ugyanakkor a lehetoség, hogy e metabolikus
rendellenességet éppen az organellum [NADPH]:[NADP'] aranyanak kozvetlen

befolyasolasaval lehetne csokkenteni.

5.2.8. Az endoplazmas retikulum luminalis piridin-nukleotidkészlete mint a

prereceptorialis kortizoltermelés befolyasolasanak tamadaspontja

A metirapon a mellékvesekéreg kortizoltermelésének a klinikumban is alkalmazott

inhibitora, ugyanis hatékonyan gatolja a 11-dezoxikortizol 11p-hidroxildz enzimet. Evekkel
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ezeldtt leirtdk rola, hogy — mellékhatasként — a célsejtek prereceptorialis kortizoltermelésében
kulcsszerepld (de a mellékvesekéreg kortizoltermelésében rész nem vevd) 11BHSD1 enzimet
is gatolja [355], és ezt az effektust a kutatasban széleskortlien ki is hasznaljak. Az altalanosan
elfogadott mechanizmus szerint a metirapon a 11BHSDI1 alternativ szubsztratja, és ezaltal a
kortizon-kortizol atalakulas kompetitiv gatloszere [356]. Ezzel Osszhangban van az a
tapasztalatunk, hogy a mikroszoma luminalis NADPH-tartalmat a metirapon a kortizonhoz

hasonléan csokkenti (46. abra) [Marcolongo et al., 2008].
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46. abra A patkany majmikroszoma luminalis NADPH-készletének oxiddcioja metiraponnal
[Marcolongo et al., 2008]

A NADPH folyamatos, fluoreszcens detektaldsa mellett a nyilak altal jelzett iddpontban a
feltiintetett vegylileteket adtuk az intakt mikroszomahoz (2 mg fehérje/ml). 1-es regisztratum:
10 uM kortizol, majd 10 uM metirapon; 2-es: 10 uM metirapon, majd 10 uM kortizol.
Négy kisérletbdl szarmazo jellemzd regisztratumok lathatdk az abran.

Amikor azonban a vegyiilet hatdsat mikroszomaban alaposabban megvizsgaltuk, azt
talaltuk, hogy az intakt (glukdz-6-foszfatot és kortizont atalakitd) vezikulumokban mérhetd
gatlas nem reprodukalhaté permeabilizalt membran esetén. Azt a gatlast, amelyet pl. 50 uM
nagysagrenddel magasabb koncentracional értiik el a (NADPH-val inkubalt) permeabilizalt

mikroszéma kortizoltermelése esetén, és el sem tudtuk érni a (NADP*-vel inkubalt)
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permeabilizalt mikroszoma kortizontermelését vizsgalva (47. abra) [Marcolongo et al.,
2008]. A jelenség semmiképp sem magyarazhatdé pusztan a metirapon 11BHSD1-re Kkifejtett

kompetitiv gatlo hatasaval, ezért tovabb tanulmanyoztuk.
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47. abra A 11BHSDI gatlasa metiraponnal intakt és permeabilizalt mdjmikroszomaban
[Marcolongo et al., 2008]
Intakt (kitoltott jel) vagy alameticinnel permeabilizalt (iires jel) patkdny méjmikroszomat (1

crer

metirapon jelenlétében. A keletkezett kortizol vagy kortizon mennyiségét HPLC-vel mértiik.
A kortizonredukciot az intakt mikroszomaban 50 uM gluk6z-6-foszfat (e) a permeabilizaltban
pedig hozzaadott | mM NADPH (A) taplalta. A kortizoloxidaciot permeabilizalt
mikroszémaban 1 mM NADP" ([J) hozz4adasaval értiik el.
Atlag + szoras; n=4.

Amikor az intakt mikroszémat csak kortizol és metirapon egyiittes jelenlétében
inkubaltuk, a metirapon mar egyaltalan nem gatloszerként viselkedett: az egyébként igen
kismértékli kortizoloxidaciot jelentdsen fokozta, ¢€és a hatds széles tartomanyban
koncentraciofiiggdnek bizonyult (48. abra) [Marcolongo et al., 2008]. Ez az eredmény azt
mutatja, hogy a membran integritasanak fenntartasakor a lumenben olyan redox ciklus
keletkezik, amelyben a metirapon NADPH-t oxidal, és a keletkez6 NADP*-t a 11BHSD1
felhasznalja a kortizol oxidalasahoz, ezzel egyuttal Gjratermeli a NADPH-t. A ciklus hatékony
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miikddése egyrészt azt valdsziniisiti, hogy a metirapont nem csak a 11BHSDI1 képes
redukalni, hanem feltehetdleg egyéb dehidrogendz(ok) is kdzremiikddnek a metiraponfiiggd
NADPH-oxidacioban. A 1ényeg azonban, hogy az intakt mikroszomaban, és igy in vivo az
ER-ben a metirapon altali 11BHSD1-inhibici6 alapvetden nem kozvetlen, kompetitiv gatlas,
hanem elsdsorban a lumindlis NADPH-utanpétlas akadalyozasan keresztiill megvalosuld,

masodlagos hatas.
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48. abra Metiraponfiiggo kortizoloxidacio intakt majmikroszomaban
[Marcolongo et al., 2008]
Intakt patkany majmikroszomat (1 mg fehérje/ml) inkubaltunk kortizol (5 uM) és a jelzett

cre

hataroztuk meg. Metirapon nélkiil a kortizonkeletkezés nem volt mérhetd.
Atlag + szoras; n=3.

Ezek utdn megvizsgaltuk, hogy a lokalis kortizoltermelés metirapon altali gatlasaval
befolyasolni tudjuk-e a preadipocita-differenciaciot. A korabban mar bemutatott sejtes
modellrendszereket alkalmaztuk, azaz human zsirszovetbdl izolalt mezenchimalis Ossejteket,
valamint 3T3-L1 egér fibroblasztokat késztettiink adipogén differencialodasra az altalanos
protokoll szerint (lasd 5.2.6. fejezet). A differencialt sejtekben, ahol mar jol mérhetd a
kétiranya  kortizon-kortizol ~ atalakulas, ellendriztik a  metirapon  hatasossagat.

Varakozasunknak megfeleléen azt észleltiik, hogy a hatéanyag jelenlétében csokkent a
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kortizon redukcidja kortizolla, ugyanakkor fokozodott az ellentétes iranyu atalakulas (49.

abra) [Marcolongo et al., 2008].
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49. abra Metirapon hatasa a kortizon-kortizol atalakulasra zsirsejtekben
[Marcolongo et al., 2008]
HPLC-vel mértiik a 3T3-L1 és ADMSC eredetii zsirsejtekben torténd atalakulast (1 uM
szteroid, 2 6ra, 37 °C) 50 uM metirapon jelenlétében vagy hianyaban.
Atlag + szoras; n=4.

Meggy6zddtiink tehat arrdl, hogy metiraponnal kivédhetd a kortizon lokalis kortizolla
alakulasa a vizsgélt sejtekben, s6t a vegyiilet még a kultirahoz adott kortizol részleges
inaktivalodasat is kivalthatja. Ezutan a differencialdédast harom kiilonb6zé modon indukaltuk:
a sziikséges glukokortikoid hatast a természetes Kortizollal, a prereceptorialis aktivalast
igényld kortizonnal vagy — kontrollként — a nem metabolizalodo, mesterséges dexametazonnal
probaltuk elérni. Mindharom eljarassal hasonldo mértékii differencialodast sikeriilt elérniink,
amit a sejtekben felhalmozodo triglicerid Red Oil O festése és ennek fotometrias

kvantifikalasa mutat (50. abra) [Marcolongo et al., 2008].
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50. abra Metirapon hatasa a 3T3-L1 sejtek adipogeén differencidaloddasara
[Marcolongo et al., 2008]

Az adipogenezist 0,5 uM dexametazon (A és B), kortizol (C és D) vagy kortizon (E és F)
adasaval indukaltuk 3T3-L1 limfocitdkban. A sejtek egy része a szteroidokkal egyiitt
metirapont (50 uM) is kapott (B, D és F). A 7 napig kezelt, majd Red Oil O festékkel jelzett
sejteket faziskontraszt mikroszkoppal tanulmanyoztuk, és a festddést az izopropanollal
extrahalt festék fotometralasaval szamszerisitettiik.

Harom kisérletbdl szarmazo, jellemzé képek lathatok az dbran. Atlag + széras; n=3.

A dexametazonnal kivaltott differencialodast metirapon nem befolyésolta, és a
kortizollal indukaltat is csak kis mértékben, nem szignifikdnsan gatolta. A kortizon adipogén
differenciaciot kivaltd hatdsat azonban a metirapon egylittes alkalmazasa szinte teljesen
kivédte, ami tehat a prereceptorialis glukokortikoidtermelés akadalyozasanak tudhato be (50.
abra) [Marcolongo et al., 2008]. Ezzel 6sszhangban azt is leirtuk, hogy ugyanezekben a
sejtekben a kortizonnal kivaltott differencialodas hetedik napjan a 11BHSD1 mRNS-szintje
metirapon jelenlétében szignifikansan alacsonyabb (nagyjabol 9-ed része) volt, mint
metirapon nélkiil [Marcolongo et al., 2008]. Kortizollal vagy dexametazonnal kivaltott
differencidcid esetén a hatds nem volt szignifikdns. Megfigyeléseink azt jelzik, hogy a
11BHSD1-indukcié pozitiv visszacsatolasként vesz részt a zsirsejtdifferencialodas
folyamatdnak szabalyozasdban. A részben glukokortikoid-hatdsra beinduld differenciacio
magaban foglalja ugyanis a 11BHSD1 expresszidjanak markans emelkedését, ami fokozott

prereceptoridlis glukokortikoid-termelést, és igy er6sddd indukcidt eredményez. Ha pedig a
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kortizonredukciot (példaul metiraponnal) gatoljuk, ezzel az enzim indukcidjat és a

differencialodasi folyamatot egyarant akadalyozzuk.

A prereceptorialis kortizoltermelés gatlasa tehat a glukokortikoidhatas csokkentésének
hatékony modszere lehet. Kivancsiak voltunk, hogy az ismerten -elhizasellenes ¢&s
antidiabetikus hatasu teaflavanol, EGCG befolyasolja-e a glukoz-6-foszfat-transzporter, a
H6PD ¢és a 11BHSDI1 altal alkotott katalitikus tridd mikodését. Eldszor intakt
majmikroszomaban teszteltiik a katekin esetleges hatasat, ¢és a glukoz-6-foszfat
felhasznalasaval torténd kortizonredukcio markans, koncentraciofiiggéd gatlasat észleltiik (51.

abra) [Szelényi et al., 2013].
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51. abra EGCG hatasa a kortizoltermelésre intakt majmikroszomaban
[Szelényi et al., 2013]

Intakt patkany méjmikroszomat (0,5 mg fehérje/ml) inkubaltunk kortizon (5 uM), gluk6z-6-
foszfat (50 uM) és a jelzett koncentracioji EGCG jelenlétében, majd HPLC-vel mértiik a
keletkezett kortizol mennyiségét.

Atlag + standard hiba; n=3; **P < 0,01 a kontrollhoz képest.

A jelenség kézenfekvd magyardzata lenne, hogy a flavanol a hirom kdzremiik6dd
fehérje valamelyikének miikodését kozvetleniil befolydsolja. Az EGCG 4éltal az ER-
membranon keresztiili transzport folyamatokra gyakorolt hatdsokat mar kordbban kutattuk.
Az altalunk vizsgalt glukozidok (p-nitrofenil- és metil-umbelliferil-glukozid) atjutasat nem

befolyasolta szignifikansan [Gamberucci et al., 2006], a glukuronidok facilitalt diffziojat
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azonban koncentraciofiiggd modon és jelentds mértékben gatolta (52. abra) [Révész et al.,
2007].
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52. abra A mikroszomdlis glukuronidtranszport gatlasa EGCG-vel
[Révész et al., 2007]

A metil-umbelliferil-glukuronid (MUGA) (2 mM) felvételének kezdeti sebességét mértiik
gyors sziiréses modszerrel, HPLC-s detektalassal patkany majmikroszomaban kiilonb6z6
epigallokatekin-gallat (EGCG) koncentraciok mellett.

Atlag + szorés, n=3.

Felvetddik tehat az a lehetdség, hogy a lokalis kortizoltermelés csokkenéséért a
glukoz-6-foszfat befelé iranyuld transzportjanak gatlasa felelds. Ezt a lehetOséget kizartuk,
amikor a flavanolok altal a gluk6z-6-foszfataz rendszerre kifejtett hatasokat tanulmanyoztuk.
Az izotoppal jelzett glukoz-6-foszfat mikroszomalis felvételét mérve ugyanis azt figyeltik
meg, hogy EGCG jelenlétében nemhogy csokken, hanem még emelkedik is a
vezikulumokban az izotop felhalmozodasa (53. abra) [Csala et al., 2007b]. Az akkumulalodo

izotop valoszinlileg a gluk6z-6-foszfatbol a lumenben keletkezd intermedier, ami lehet
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részben glukoz (a glukdz-6-foszfatdz terméke) €s részben 6-foszfoglukonidt (a H6PD
terméke). E16bbit bizonyitja a felhalmozodas csokkenése a glukoz-6-foszfatazt gatld vanadat
jelenlétében, utobbit pedig a felhalmozodas fokozddasa a H6PD miikodését serkentd
metirapon jelenlétében [Csala et al., 2007b]. Az EGCG hatasara bekovetkezd
tobbletfelhalmozodas egyfeldl a glukozkiaramlas csokkenésének, masfelél — az itt
bemutatandé eredmények fényében — a flavanol metiraponszerii redoxmodosité hatasanak

tudhato be.

—| *

G6P-felvétel (nmol/perc/mg fehérje)
N

53. abra EGCG hatdsa a glukoz-6-foszfat felvételére majmikroszomaban
[Csala et al., 2007b]

Intakt patkdny majmikroszémat (2 mg fehérje/ml) 2-3 percig elokezeltiik 50 uM EGCG-Vvel,
100 uM EGCG-vel, 50 uM S3483-mal vagy ezek nélkiil (kontroll), majd 1 mM gluk6z-6-
foszfatot (G6P) adtunk hozza annak radioaktivan jelzett analogjaval ([14C]G6P), és 30
masodperc mulva gyors sziiréssel elvalasztottuk és mértiik az intravezikularis radioaktivitast.
Atlag + standard hiba; n=4; *P < 0,05, **P < 0,01 a kontrollhoz képest.

Mivel az EGCG nem akadédlyozza a gluk6z-6-foszfat transzportjat, az intakt
mikroszoma kortizoltermelésére kifejtett hatdsdnak hatterében a masik két kozremiikodo
fehérje valamelyikének gatlasat feltételeztiik. A membran permeabilizalasa lehetdvé teszi a
H6PD gluko6z-6-foszfatfiiggd6 NADPH-termelésének, valamint a 11BHSDI1 kortizolfiiggd
NADPH-termeld vagy NADP"-fiiggd kortizoloxid4lé aktivitdsanak kozvetlen mérését. E
kisérleteket elvégeztiik, és arra a megallapitasra jutottunk, hogy egyik enzim direkt gatlasa

sem magyarazza az intakt mikroszOmdban mért hatdst. A 11BHSD1 miikodését igen kis
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mértékben, a HOPD-ét egyaltalan nem befolyasolta a flavanol jelenléte [Szelényi et al., 2013].
Ezek utdn nem maradt mas lehetséges tdmadéaspont, mint a luminalis piridin-nukleotidkészlet.

Ennek vizsgalatara a kordbban mar ismertetett modszereket alkalmaztuk.

Az intakt mikroszoma endogén kortizonredukdlo és kortizoloxidaldo képességének
mérése azt mutatta, hogy az EGCG koncentraciofiiggd modon egyre inkabb az oxidaciod

dominanciajat segiti eld, vagyis olyan hatasa volt, mint a hosszabb id6tartamu ¢hezésnek (54.

abra) [Szelényi et al., 2013].

* %

O Redukal6 kapacitas
[ Oxidalé kapacitas
200 +

—_—
(o))
o

(o)
o

**
N.D.

* %
N.D.

Endogén redukald/oxidalé kapacitas
(a kontroll %-aban)
3
i

Kontroll EGCG25uM EGCG50uM EGCG 100 pM

54. abra EGCG hatasa a majmikroszoma endogén kortizonredukalo és kortizoloxidadlo
kapacitasara
[Szelényi et al., 2013]
A patkdnymajbol késziilt, intakt mikroszomat kortizon vagy kortizol (10 uM), valamint a

crer

Atlag + standard hiba; n=3; *P < 0,05; **P < 0,01 a kontrollhoz képest.

Az endogén szteroidoxidalo/-redukald  képesség eltolodasa a  lumindlis
[NADPH]:[NADP*] aranyt tiikrozi, ezért a mikroszomalis vezikulumok NADPH-tartalméanak
valtozasat is ellendriztikk. Ez a modszer megerdsitette, hogy az EGCG a metiraponhoz
hasonloan a luminalis NADPH (reverzibilis) oxidacidjat valtja ki (55. abra) [Szelényi et al.,

2013].
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55. abra A patkany mdjmikroszoma luminalis NADPH-készletének oxidacioja metiraponnal
[Szelényi et al., 2013]

A NADPH folyamatos, fluoreszcens detektalasa mellett a nyilak altal jelzett idépontban
EGCG-t (100 uM), glukoz-6-foszfatot (100 uM), illetve metirapont (5 uM) adtuk az intakt
mikroszémaéhoz (1 mg fehérje/ml).

Harom kisérletbdl szarmazo jellemzd regisztratumok lathatok az dbréan.

Meggy6z6 mennyiségii kisérletes adat és klinikai megfigyelés tamasztja ala az ER-ben
elhelyezkedd kortizoltermeld tridd (G6PT, H6PD ¢és 11BHSDI1) szerepét az elhizassal
Osszefliiggd metabolikus betegségek kialakulasaban [Czegle et al., 2012]. A 11BHSD1
kortizonredukalo aktivitdsanak specifikus gatlasatol egyértelmiien jotékony hatasok varhatok
az ilyen korképek progresszidja vonatkozasaban. Kézenfekvé megoldasként kinalkozik az ER
luminélis redox homeosztdzisanak befolyasolasa olyan modon, ami a kortizoloxidacidonak
kedvez. Bar a metiraponr6l bebizonyosodott, hogy a prereceptorialis kortizoltermelést az
intakt ER luminalis NADPH-készletének oxidacidja révén gatolja, és in vitro rendszerben, é16
sejtekben ezaltal képes csokkenteni a glukokortikoidhatast, ezen a mechanizmuson alapuld, in
vivo alkalmazasa szoba sem johet a mellékvesekéregben érvényesiild f6 hatdasa miatt.

Ugyanakkor a bemutatott eredményeink egyértelmiien arra utalnak, hogy az organellum
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lumindlis piridin-nukleotidjainak redox statusza igéretes gyogyszer-tamadaspont lehet az

elhizéssal Osszefiiggd metabolikus betegségek vonatkozasaban.

5.3. Lipotoxicitas és lipoapoptozis kivédése

A lipotoxicitds, vagyis a szabad (foleg telitett) zsirsavak altal okozott diszfunkcid
kialakulasdnak mechanizmusa tobb szalon is kapcsolodik az ER altalunk tanulméanyozott
folyamataihoz [Zamboé et al., 2013]. A sejtekben emelkedett zsiracil-KoA-szint néveli az
organellum membranjanak permeabilitasat [357], igy rontja annak ,barrier” funkcidjat. Ez
neheziti a lumindlis milid — elsdsorban az oxidalé tiol-diszulfid kornyezet és a jellegzetesen
magas kalciumszint [358] — fenntartasat. Raadasul az intenziv zsirsavoxidacio6 NADH- és
acetil-KoA-tulkinalathoz vezet, és visszahat a glikolizis sebességére is, igy a glukoz-6-foszfat
az organellum luminalis NADPH-termelését is. Erdekes, hogy a fruktdz (és az etanol) hasonld
metabolikus zavarokat okoz, beleértve magat a zsiracil-KoA-felhalmozodast is. Az oxidativ
fehérjeérés akadalyozésa és a piridin-nukleotidok redox eltolodéasa egylitt ER-stresszt valt ki,
¢s ennek szerepét az inzulinrezisztencidban, valamint a B-sejtpusztulasban egyre tobb

tanulmany bizonyitja.

A hattérmechanizmusok vizsgalata mellett kutatdsunk kiterjedt olyan hatéanyagok
keresésére is, amelyek alkalmasak lehetnek a lipotoxicitds patobiokémiai szempontbdl talan
Vizsgalatainkat RINmMSF patkdny inzulinoma sejteken végeztiik, és optimalizalas utan a
lipotoxicitast 6-8 oOras palmitatkezeléssel (500 puM) valtottuk ki. Az altalunk kiprobalt
hatéanyagok koziil az inzulin irdnt szenzitizalé antidiabetikumként ismert metformin
bizonyult hatékonynak. A palmitattal egyiitt adva teljesen kivédte az apoptozis fokozodasat
(56. abra) [Simon-Szab¢ et al., 2014].

Mivel a metformint egy nemrég kozolt, NIT-1 egér inzulindma sejteken végzett
tanulmany hatékonynak taldlta a tapszigarginnal kivaltott ER-stressz kovetkeztében fokozodo
apoptozis kivédésére [294]; megvizsgaltuk, hogy a lipoapoptdzis elleni védd hatas hatterében
1s megfigyelhet6-e az ER-stressz csillapitasa. Az UPR egyik altalanos részjelensége az ER
dajkafehérjéinek indukcidja. A stresszvalasz aktivalodasanak ez a gyakran észlelt indikétora a

palmitattal kezelt RINmSF sejtekben is megfigyelhetd volt (57. abra).
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56. abra RINmSF inzulinoma sejtek lipoapoptozisanak kivédése metforminnal
[Simon-Szabo et al., 2014]

A patkany inzulindma sejteket palmitattal (500 uM) és/vagy metforminnal (10 uM, 100 uM)
kezeltiik. Az apoptozis indexet (apoptotikus sejtek/testek szama 100 sejtb6l) és a nekrdzis
indexet (nekrotizal6 sejtek szama 100 sejtb6l) 6 ora kezelés utan hataroztuk meg szimultan

Annexin V-tel és propidium-jodiddal (PI) végzett jelolés és fluoreszcens mikroszkopia
segitségével. Az Annexin V-pozitiv/Pl-negativ fest6dést apoptozisnak, mig a Pl-pozitiv
festddést nekrozisnak tekintettiik.

Atlag + szoras; n=3; $88P < 0,001 a kezeletlenhez, ***P < 0,001 a palmitatkezelthez képest.

A lipotoxicitas hatdsara jelentésen indukalodé BiP (GRP78) és a PDI mennyiségi
valtozasainak nyomon kovetésével azt észleltiik, hogy a metformin a palmitattal kezelt
inzulinoma sejtjeinkben is enyhiti az ER-stresszt, illetve az arra adott sejtvalaszt. Eldbbi
fehérje esetében nem teljesen €és koncentraciofiiggd mértékben csokkentette, mig utdbbi
esetében mar kisebb dozisban teljesen kivédte az indukciot (57. abra) [Simon-Szab¢ et al.,
2014].

A transzlaci6 elF2a inicidcids faktordnak foszforilacidja, ami a transzlacid altalanos

crer

jellegzetes, korai eseménye. Ezt a gyakran vizsgalt UPR-markert a palmitattal kezelt

inzulinoma sejtekben is észleltiik, és metformin egyiittes adasa ennek mértékét is — a BIiP

crer

2014].
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57. abra Az endoplazmas retikulum egyes chaperonjainak indukcioja lipotoxicitasban
[Simon-Szabo et al., 2014]

A patkany inzulinoma sejteket palmitattal (500 uM) és/vagy metforminnal (10 uM, 100 uM)
kezeltiik. Az ER dajkafehérje BiP (GRP78) és PDI fehérje szintjét 8 oras kezelés utan
hataroztuk meg Western blot segitségével. Harom kisérletbdl szarmazo, jellegzetes képek
lathatok az abran. A relativ fehérjemennyiségeket denzitometralas utan a kontrollként
hasznalt, konstitutiv expresszidju B-aktin mennyiségére normalizaltuk, €s a csak palmitattal
kezelt mintadban szamitott értékhez (100%) viszonyitva tiintettiik fel a diagramon.

Atlag + szoras; n=3; §8§p < 0,001 a kezeletlenhez, ***P < (0,001 a palmitatkezelthez képest.

Az ER dajkafehérjéinek indukcidja és a transzlacio altalanos gatlasa ugyanakkor az
UPR adaptiv, talélést szolgdldé mechanizmusa. Ezek csokkenése tehat nem magyardzza a
metformin antiapoptotikus hatasat, csupan jelzi az ER-stressz hattérben htz6do gatlasat. Az
oksagi kapcsolat megerdsitéséhez ezért a tovabbiakban olyan UPR-részjelenségek alakulasat
is ellendriztiik, amelyek részben vagy egészben destruktivak, vagyis dsszefliggésbe hozhatok

a lipotoxicitasnak kitett sejtek pusztulasaval.
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58. abra Az elF2a foszforilacidja lipotoxicitasban
[Simon-Szabo et al., 2014]

A patkany inzulindma sejteket palmitattal (500 uM) és/vagy metforminnal (10 uM, 100 uM)
kezeltiik. Az eukariota iniciacios faktor elF20 PERK altali foszforilacidjanak mértékét 8 oras
kezelés utan hataroztuk meg Western blot segitségével. Harom kisérletbdl szarmazo,
jellegzetes képek lathatok az abran. A relativ fehérjemennyiségeket denzitometralas utan a
kontrollként hasznalt, 6sszes elF2a fehérje mennyiségére normalizaltuk, és a csak palmitattal
kezelt mintaban szamitott értékhez (100%) viszonyitva tiintettiik fel a diagramon.

Atlag + szbras; n=3; §$88p < 0,001 a kezeletlenhez, ***P < 0,001 a palmitatkezelthez képest.

Relativ denzitas (%
[ 0
[w) (@)

\®] e
(e (e
1 1

Az UPR tobb mechanizmus révén is eldsegitheti a sejtek apoptozisat, és ezek sulyos,
helyrehozhatatlan ER-stressz esetén el6 is idézhetik a sejtek programozott halalat. A
legismertebb, leggyakrabban vizsgalt és legspecifikusabb proapoptotikus UPR-elem a CHOP
indukcidja, amely mindharom jelétviteli titvonallal 0sszefiiggésbe hozhato, mégis leginkabb
az IRE1 aktivalodasanak tudhato be. Az IRE1 fehérje-fehérje kolcsonhatasok révén, a CHOP
altal medialtnal kozvetlenebb modon is serkenteni tudja a kaszpazkaszkad mitkodésbe 1épését.
Patkany eredetli sejtekben ez a prokaszpdz-3 hasitasa altal valosul meg. Mindkét

proapoptotikus UPR-részjelenség markansan megjelent a RINmSF sejtek lipoapoptozisa
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soran, és mindkett6t hatékonyan gatolta a metformin (59. abra) [Simon-Szab¢ et al., 2014],

ami mar a sejtvédd hatas szempontjabol is egyértelmiien relevans.
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59. abra Az UPR proapoptotikus részjelenségei lipotoxicitisban
[Simon-Szabo et al., 2014]

A patkany inzulindma sejteket palmitattal (500 uM) és/vagy metforminnal (10 uM, 100 uM)
kezeltiik. A CHOP, valamint a hasitott (aktivalt) kaszpaz-3 mennyiségét 8 oras kezelés utan
hataroztuk meg Western blot segitségével. Harom kisérletbdl szarmazo, jellegzetes képek
lathatok az dbran. A relativ fehérjemennyiségeket denzitometralds utdn a kontrollként
hasznalt, konstitutiv expresszioji B-aktin mennyiségére normalizaltuk, és a csak palmitattal
kezelt mintaban szamitott értékhez (100%) viszonyitva tiintettiik fel a diagramon.

Atlag + szoras; n=3; §88p < 0,001 a kezeletlenhez, ***P < 0,001 a palmitatkezelthez képest.

Az ER-stressz egyik fontos kovetkezménye, bizonyos stresszfliggd kindzok, koztiik is
kiemelten a JNK aktivalodasa, ami szintén az IRE1 utvonal beinduldsahoz kothetd. Ez a
jelenség a legtobb sejtben az IRS fehérjék szerinfoszforilacidja altal inzulinrezisztenciat okoz.
fgy van ez magiban a hasnyalmirigy B-sejtben is, ahol az inzulin talélést és proliferaciot tart
fenn, ezért a JNK-altali IRS-foszforilacionak a diabétesz patomechanizmusaban is
jelentdséget tulajdonitanak. Tény azonban, hogy tGjabb megfigyelések megkérddjelezik, vagy
kimondottan cafoljak a JNK-aktivalodas citotoxikus szerepét a B-sejtekben [360, 361]. Az
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altalunk vizsgalt lipotoxicitas-modellben ugyancsak megfigyelhetd volt a JNK, valamint két

szubsztratja, a c-Jun és az IRS-1 fehérje fokozott foszforilacidja (60. abra).
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60. abra JNK-aktivalodas és IRS-1-Ser-foszforilacio lipotoxicitasban

[Simon-Szabo et al., 2014]

A patkany inzulindma sejteket palmitattal (500 uM) és/vagy metforminnal (10 uM, 100 uM)
kezeltiik. A JNK izoenzimek, a c-Jun és az IRS-1 (307Ser-) foszforilaciojanak mértékét 8 oras
kezelés utan hataroztuk meg Western blot segitségével. Harom kisérletbdl szarmazo,
jellegzetes képek lathatok az abran. A relativ fehérjemennyiségeket denzitometralds utan a
kontrollként hasznalt, konstitutiv expresszioji f-aktin mennyiségére normalizaltuk, és a csak
palmitattal kezelt mintdban szdmitott értékhez (100%) viszonyitva tiintettiik fel a diagramon.

Atlag + sz6ras; n=3; §$§§p < 0,001 a kezeletlenhez, ***P < 0,001 a palmitatkezelthez képest.

Figyelemre méltd, hogy a metformin ezeket a paramétereket, bar szignifikansan, de a

tobbi Vizsgélt jelenségnél lényegesen kisebb mértékben csokkentette. Még a magasabb

cre

érték 50%-a koriili) INK-, c-Jun- és IRS-1-foszforilacids szinteket detektaltunk (60. abra)

[Simon-Szabo et al., 2014].
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Osszességében kijelenthetd, hogy az inzulin-szenzitizaloként ismert metformin a
RINmSF inzulindéma sejtvonalon a lipotoxicitds ¢€s a lipoapoptozis kivédésében 1is
hatékonynak bizonyult. A hat4ds hatterében az ER-stressz, illetve az UPR csillapodasat
mutattuk ki, és kisebb, de szamottevé mértékben csokkent az IRS-1 (Ser307)-foszforilacio is.
A jelenség — amennyiben B-sejteken in vivo is érvényesiil — jelentdsen hozzajarulhat a
gyogyszer antidiabetikus aktivitdsdhoz. Munkacsoportunk pedig célul tlizte ki a modell ¢és a
vizsgalati modszerek alkalmazasat hasonloan UPR-gatlo és citoprotektiv gyogyszerjelolt

molekulak tesztelésére.
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6. A LEGFONTOSABB EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA ES
MEGBESZELESE

Az ER a sejt kozponti, metabolikus szervecskéje, egyben a hormonalis szabalyozas és
a jelatvitel egyik fontos modulatora. Az utdbbi egy-két évtized egyre intenzivebb kutatisa
betegségek hossza sora esetén bizonyitotta az organellum mitkddészavaranak koroki szerepét.
Az értekezésben targyalt munka kdzéppontjaban az ER fiziologids miikodésének, valamint az
elhizashoz tarsuld anyagcsere-betegségekkel (metabolikus szindroma és 2-es tipusu diabetes
mellitus) Osszefliggésbe hozhatdé miikddészavarainak minél alaposabb megismerése all. A

bemutatott, legfontosabb eredmények a kovetkezok.

Feltartuk az ER lumenében zajldé diszulfidképzédés egy eddig ismeretlen
mechanizmusat, amely 6sszefonddik ugyan a korabban leirt rendszerrel, mégis egy attol eltérd
mikroszomalis elektrontranszfer-lancot alkot. A szamos in vitro részeredmény egy koherens
modell kidolgozésat tette 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 kialakulasa el6tt — ER-stresszt idéz eld, amely
Osszhangban van azzal a kovetkeztetésiinkkel, hogy a C-vitamin prooxidansként vesz részt az
oxidativ fehérjeérés folyamataban. Az altalunk leirt elektrontranszfer-lanc kezd6 és végpontja
megegyezik a bevezetdben ismertetett mechanizmusokéval: a fehérjetiolokrol a PDI altal
atvett elektronok végiil az oxigénmolekuldra keriilnek. Az j modell, az aszkorbat-oxidaz
révén, akar fiiggetlen alternativ utvonalként is miikddhet; ugyanakkor a benne fOszerepld
aszkorbat és tokoferol részt vehet az Erol vagy a QSOX részvételével megvalosuld
diszulfidképzddésben is. Ezen oxiddzok az oxigénmolekula részleges redukciojaval ROS-t
termelnek, melynek teljes redukcidjahoz az antioxidans C- ¢és E-vitaminon Kkeresztiil
szolgaltathatnak elektronokat a fehérjék. A két legismertebb, exogén, viz-, illetve
zsiroldékony antioxiddns molekula tehat fontos szerepet jatszik az ER lumenében zajld
oxidativ fehérjefoldingban; hidnyuk csokkentheti az organellum fehérjeérleld kapacitasat, és —
amint azt a C-vitamin esetében bizonyitottuk is — elésegitheti az ER-stressz, illetve azzal
Osszefiiggd apoptozis fokozodasat. Ez az éllapot az inzulinhatds kialakulasat és az
inzulintermelést egyarant akadalyozza, hiszen az UPR az inzulinrezisztencidhoz €s a B-sejtek
milkddészavarahoz is hozzajarul. Az altalunk leirt modell tehat legalabb részben
magyarazhatja a diabétesz és az aszkorbat-, illetve tokoferolszintek kozti osszefliggésre utald

human klinikai megfigyeléseket.
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Az ER lumindlis tioloxidalo kornyezetének kialakulasaval kapcsolatban kordbban
masok felvetették a befelé iranyuld GSSG-transzport szerepét. Az organellum membranjanak
jelentéktelen glutationpermeabilitasat bizonyité eredményeink kizartak ezt a lehetéséget, igy
ezek alapjan kijelenthetd, hogy a citoplazmara jellemz6nél 30-szor (vagy akar tobbszor is)
magasabb lumindlis [GSSG]:[GSH] ardny nem oka, hanem kovetkezménye a lokalis
diszulfidképzddésnek. Kimutattuk ugyanakkor, hogy a RyR1 kalciumcsatorna képes a
glutation (mind GSH, mind GSSG) transzportjara. Ez megmagyarazza a vazizom
szarkoplazmas retikulum membranjanak — mas sejttipusok ER  membranjaétol
karakterisztikusan eltéré modon — jelentds glutationpermeabilitasat. A megfigyelt jelenségnek
fontos szerepe lehet a vdzizom redox ¢és kalciumhomeosztazisaban, ezért tovabbi vizsgalatra

érdemes.

Megerésitettiik azt a feltételezést, mely szerint az ER lumenében elkiiloniilt NADP”-
NADPH-készlet talalhato; és hogy az itt elhelyezkedd hexdz-6-foszfat-dehidrogenaz és 1-es
tipusu 11B-hidroxiszteroid-dehidrogenaz e kozos piridin-nukleotidkészlet révén funkcionalis
kapcsolatban 4all egymadssal. Az eldébbi enzim ,housekeeping” géntermékként van jelen
minden sejtben, és rendszerint fenntartja a magas luminalis [NADPH]:[NADP"] aranyt, amely
sziikséges az utobbi altal katalizalt glukokortikoid-aktivalashoz. A redukalt piridin-nukleotid
¢s az oxidalt tiol/diszulfid redox rendszerek azért tarthatok fenn k6zds kompartmentben, mert
itt hianyzik az az enzim, illetve enzimaktivitds (glutation-reduktdz), amely Osszekapcsolna
Oket, és redox potencialjukat egységesitené. Ezzel egyuttal ki is zartuk a piridin-nukleotidok
szamottevd kozremiikodését a diszulfidképzddésben. Kimutattuk ¢és funkcionalisan
jellemeztiik az organellum fruktdz-6-foszfat-transzporterét, valamint luminalis hexdz-6-
foszfat-izomeraz enzimét. Az azonositasra var6 fehérjék kozremiikodése lehetdvé teszi, hogy
a fruktdz-6-foszfat a glukoz-6-foszfattal egyenértékii redukald forrasa legyen a lokalis
kortizolképzddésnek. Sikertilt in vivo kisérlettel alatimasztanunk azt a feltételezésiinket, hogy
a taplalkozas, illetve a tapanyag-ellatottsag fontos meghatarozdja az ER luminalis piridin-
nukleotid redox statuszéanak, illetve ezen keresztiil a prereceptorialis kortizolképzddésnek.
Eredményeink azt mutattak, hogy éhezésben csokken, jollakott allapotban pedig né a majbol
preparalt mikroszéma kortizonredukalé képessége. Bizonyitottuk a 11BHSD1 igen
nagymértékii indukcidjat (a HO6PD konstitutiv expresszidja mellett) a differencialodo
zsirsejtekben, valamint az igy kialakulo pozitiv visszacsatolds sziikségességét a
differencidlodas fenntartdsdban. Mindez 0sszhangban van azzal a mésok altal is tdmogatott

elmélettel, mely szerint a lokalis kortizolképzddés (a 11BHSD1 aktivitasa) fontos szerepet
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jatszik az elhizas és a hozza kapcsolodd anyagcserezavarok kialakulasaban. Az enzim idealis
gatloszere csak a kortizonredukciot csokkenti, és a reakcid ellentétes iranyat inkabb fokozza.
Ez a hatas pedig csak az ER luminalis NADPH-készletének oxidalasara képes hatdoanyagoktol
varhato. Bizonyitottuk, hogy ezen a mechanizmuson alapul a metirapon 11BHSD1-gatlo
(mellék)hatasa, és kimutattuk, hogy igy tolja el kedvezd iranyba a mikroszomalis kortizon-
kortizol atalakulast a teaflavanol EGCG is. Megfigyelésiink a katekinek elhizas- ¢és
diabéteszellenes aktivitisanak egyik lehetséges magyarazataul is szolgal, de fontosabb, hogy
ramutat az ER elkiiloniilt NADP*-NADPH-készletére mint egy igéretes, am eddig figyelmen

kiviil hagyott gyogyszer-tamadéaspontra, amely az elhizés, a metabolikus szindréma és a

c gy

A szdban forgd korallapotok esetén a gyogyszeres beavatkozas kiemelkedden fontos
célja a hasnyalmirigy B-sejtek miikodo- és életképességének fenntartasa. Mivel a f-sejtek
diszfunkciojaban és pusztuldsdban fontos szerepet jatszik a megemelkedett szabad
zsirsavszint, a lipotoxicitdst ¢és lipoapoptdzist kivédeni képes hatdanyagok rendkiviil
elénydsek. Munkacsoportunk ezirdnyt kutatdsa feltdrta az inzulinérzékenyitéként mar
elterjedt antidiabetikum, metformin B-sejtvédé hatasat, amelynek hatterében az ER-stressz
csillapitasat is kimutattuk. A felhasznalt vizsgalati modell segitségével tovabbi vegyiiletek

tesztelését jelenleg is végezziik.

Az altalunk kapott eredmények elméleti, biokémiai és sejtbiologiai szempontbdl is
fontos kovetkeztetések levonasat teszik lehetdvé. Legtobb megfigyelésiink bdvitette arra
vonatkoz6 ismereteinket, hogy milyen anyagforgalmat akadalyoz, illetve tdamogat az ER
membranja; hogy hogyan tudja a lumen meg0Orizni sajatos koncentracio- és redoxviszonyait,
mikozben szabélyozottan egyiittmiikddik a citoplazmaban és — ezen keresztiil — a sejt tobbi
kompartmentjében zajlo folyamatokkal. Masok megfigyeléseivel dsszhangban meggydzden
cafoltuk azt az idor6l-idoére felvetett elméletet, mely szerint az organellum kismolekulak
szamara szabadon atjarhatdé membranja csupan haldként tartja egyiitt a sejt fehérjéinek egy
részét. Az ER-membran altalanos, nem specifikus permeabilitasa mellett érveldk leginkabb az
alacsony koleszterin- és magas fehérjetartalomra, valamint a transzlokon csatornak jelenlétére
hivatkoznak. Egy biotinszarmazékokkal végzett tanulméanyban az &ltalanos permeabilitas
mérethatarat is megbecsiilték [362]. Ezzel szemben (a membran elhatarold funkcioja mellett)
bdséges kisérleti eredmény és megfigyelés szol, melyekhez mi is érdemben hozzdjarultunk. A
transzport nyilvanvaldan szelektiv: egymdashoz nagyon hasonld vegyiiletek egyikére

korlatozddik; szamos molekula szinte teljesen ki van zarva az ER lumenébdl; vagy éppen be
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van zarva oda; és sok esetben az atjutds hatékonyan gatolhatd specifikus vagy éltalanos

transzportgatlo szerekkel [Csala et al., 2007a].

A rendelkezésre allo adatok azt tdmasztjak ala, hogy az ER valédi, a citoplazmatol
jol elkiiloniilé metabolikus kompartment, amelynek miikodésében éppen a sejt tobbi

részével folytatott ,,anyag-csere” kulcsfontossagu. Bizonyitékokkal szolgaltunk arra, hogy

e 3z ER membranjan keresztiili anyagforgalmat fehérjék (transzporterek) biztositjak;

e akismolekulak transzportja minden eddig vizsgalt esetben kétiranyu, passziv
folyamat, egyes esetekben antiport mechanizmusu;

e akismolekuldknak csupan egy része jut at szamottevo sebességgel a membranon,
vagyis a transzport szelektiv; még akkor is, ha

e az érintett transzporterek aktivitasa rendszerint nem korlatozodik egy-egy ligandra,
ezért szamuk feltehetdleg csak toredéke az altaluk szallitott vegyiiletekének;

e arajuk specifikus transzporterrel nem rendelkez6 molekulak membranon keresztiili
mozgasat olyan csatornak (pl. RyR, transzlokon) is biztosithatjak, melyeknek
korabban egy-egy specifikus transzport szerepet tulajdonitottak.

e atranszport fontos meghatarozdja a lumenben zajlé enzimatikus reakciok
sebességének és specificitdsanak; kdvetkezésképpen

e amar azonositott és az azonositasra varé transzporterek az ER-ben lokalizalt
sejtfunkciok befolyasolasanak fontos lehetséges célpontjai; illetve

e e transzporterek velesziiletett defektusai vagy polimorfizmusai egyes

anyagcserebetegségek alapjat képezhetik.

A sejt tobbi részétdl ily modon elkiiloniild, mégis szorosan Osszefliggd organellum,
amely az anyagcsere minden agaban kozremiikodik, a sejt tapanyagszenzoraként is
funkcional. Luminalis redox rendszereinek allapota érzékenyen reagal az elektrondonorként
szolgald tapanyagmolekuldk mennyiségi ingadozasaira. A fehérjeérést érintd hatasok az UPR
jelatviteli mechanizmusai révén moduléljak a lipidmetabolizmus, az autofagia és az apoptozis
szabalyozasat, illetve a kiilsé jelek (pl. gyulladdsos mediatorok, inzulin) tovabbitasat. A
prereceptorialis kortizolképzodés egyensulyanak eltolodasa pedig az adott sejten beliili
¢és szinte az Gsszes egyéb cellularis funkciodra is (beleértve a gyulladast és az inzulinhatast). A
fiziologias miikodés finom hangoléasat szolgdlo, érzékeny rendszert szélsdséges hatdsok (pl.

egy elektronszallitdo stlyos hidnya vagy a taplalékfelvétel tartds és sulyos feleslege) annyira
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elallithatjak, hogy a patomechanizmus meghatdroz6 elemévé valhat. Az ilyen sulyosan
karositd hatasok kikiiszobolése mellett érdemes tehat olyan tényezOket, hatéanyagokat
keresni, amelyek a szenzor mitkodését visszaallithatjak, vagy legalabb annak karos mértékii

jelzéseit tompitani képesek.
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8. A SZERZO TUDOMANYOS KOZLEMENYEI

8.1. Az értekezés alapjaul szolgdlo sajat kozlemények
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