Dr. Csala Miklos OTKA NN 75275

Az endoplazmas retikulum piridin-nukleotid rendszerének redox valtozasai: 6sszefliggés

az elhizassal, a 2-es tipusu diabetes-szel és a metabolikus szindrémaval

Bevezetés

A prohormonnak tekintheté kortizon kortizolld torténd redukcidja az endoplazmas
retikulumban (ER) lokalis glukokortikoid hatas fontos meghatdrozoja a sejtekben. A folyamat
két kulcsenzime koziil a hex6z-6-foszfat-dehidrogendz (H6PD) gluk6z-6-foszfat (G6P)
felhasznalasaval NADPH-t termel, mig az 1-es tipust 11B-hidroxi-szteroid-dehidrogenaz
(11BHSD1) NADPH felhasznéalasaval redukalja a kortizont. A két enzim kapcsolt mitkodését
biztositja, hogy az ER membran nem atjarhat6 a piridin-nukleotidok szamara, vagyis az ER
lumen — a két enzim altal kozosen hasznalt — elkiilonilt NADP-NADPH készlettel
rendelkezik.

Az utobbi években szdmos megfigyelés utal az emlitett rendszer tdpanyag-szenzor
funkcigjara, vagyis arra, hogy a tdpanyagkinédlat novekedése a NADPH-termelés fokozdsan
keresztiil emelkedett kortizoltermelést valthat ki. A jelenségnek a fiziologids szabalyozas
mellett az elhizas és ahhoz kapcsolddo betegségek patomechanizmusaban is szerepe lehet. Ha
ugyanis a tapanyagkindlat rendszeresen ¢és tartésan novekszik (tultaplalas), a lokalisan
termelddd kortizol a Cushing szindromaban megfigyelhetékh6z hasonld hatasokat valthat ki,
melyek koziil kiemelendd a torzskoriili elhizds, hipertenzid, hiperglikémia, diszlipidémia és
inzulin-rezisztencia, amelyek a metabolikus szindréma jellegzetes tiinetei. Az elhizas, a
metabolikus szindroma és a diabetes kialakuldsanak kockazatat a fruktézfogyasztas is
jelentésen fokozza, ezért feltételeztiik, hogy a fruktéz metabolikus intermedierjei is
befolyasolhatjak a lokalis kortizoltermelést.

Vizsgalataink elsésorban a H6PD tulajdonséagaira és szerepére, valamint a taplalékkinalat és a
fruktoz-anyagcsere ismertetett rendszeren keresztiil kifejtett hatasaira irdnyultak. Mivel a tea,
illetve flavanoljai szdmos tanulmany szerint csdkkentik az elhizés, és ahhoz kapcsolodo
metabolikus betegségek kialakuldsanak kockazatat, azt is megvizsgaltuk, hogy a legismertebb
teakatekin (epigallokatekin-gallat, EGCG) befolyasolja-e a lokalis kortizoltermelést az ER-

ben.
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Eredmények

A H6PD expresszioja patkany és human szévetekben

(Marcolongo P. és mtsai., J. Steroid Biochem. Mol. Biol. 126: 57-64, 2011)

Az ER lumenében elhelyezkedd HO6PD kett6s funkcidoju enzim, amely dehidrogenazként a
G6P NADP-fliggd oxidacigjat, laktondzként pedig a koztitermék, 6-foszfoglukonolakton
hidrolizisét katalizalja; igy a kettds reakcid végtermékeként 6-foszfoglukonat keletkezik.
Korabbi megfigyeléseink arra utaltak, hogy az enzim konstitutiv jelleggel fejezddik ki a
legtobb vizsgalt szdvettipusban. Példaként emlithetd, hogy a differencialodo zsirsejtekben
ugrasszerlien megemelkedik a kortizoltermelés, és ennek hatterében a H6PD indukciojat
sejtették. Mi azonban kimutattuk, hogy a H6PD valtozatlan expresszidja mellett a 11HSD1
mRNS ¢és fehérje mennyisége emelkedik nagysagrendekkel a differencidlodas soran. Célunk
az volt, hogy szisztematikusan dsszehasonlitsuk kiilonbozd patkany és human szovetek (maj,
zsirszovet, vese, agy, sziv, izom, tiid6, 1ép, here) HOPD expresszidjat. A mintdkban az mRNS-
szintek (real time RT-PCR) mellett — ahol lehetett — a fehérje mennyiségét (Western blot) és
az enzim mindkét aktivitasat is mértiik.

Azt talaltuk, hogy a H6PD az 0sszes tanulméanyozott szovetben hasonld szinten fejezédott ki,
az expresszid egy nagysagrenden beliil ingadozott. Mindkét enzimaktivitas jol korrelalt az
mRNS ¢és fehérjeszintekkel. Az eredmények egyrészt alatdmasztjak a fehérje és génje
,housekeeping” jellegét, mdsrészt arra is utalnak, hogy az enzim a prereceptoridlis
glukokortikoid-aktivalas mellett egyéb funkcidval is rendelkezik. A vizsgalt szovetek kozott
ugyanis van néhany (pl. vazizom, sziv, vese), amelyek nem vagy alig tartalmaznak 11HSD1
enzimet, igy az itt taldlhatdo sejtek ER-jében a luminalis NADPH-termelés mas okbol
sziikséges. Sajat korabbi megfigyeléseink is utaltak a lumindlis [NADPH]:[NADP] arany
fenntartasanak kortizoltermeléstdl fiiggetlen vitalis fontossagéra, és feltételezhetd, hogy a

megfeleld mennyiségi NADPH az organellum antioxidans védekezéséhez is nélkiilozhetetlen.

Ehezés és jollakottsag hatdsa az ER kortizoltermeld képességére

(Kereszturi E. és mtsai., FEBS Lett. 584: 4703-4708, 2010)

Hipotézisiink szerint az ER lumindlis redox viszonyai a prereceptorialis glukokortikoid-
aktivalas révén Osszekapcsoljdk a metabolizmust a hormonhéztartassal, ami szerepet jatszhat
az elhizés és a hozza kapcsolodo betegségek patomechanizmusédban is. Megvizsgaltuk, hogy a
szervezet tapanyag-ellatottsaga hogyan befolyédsolja az ER lumindlis piridin-nukleotidjainak

redox allapotat, és ezen keresztiil az ER kortizoltermeld képességét.
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Kisérleteinket patkdnyokon végeztiik. Az allatokat harom csoportra osztottuk, melyek
szabadon hozzafértek a taplalékhoz, illetve 12 vagy 36 oran at éheztek, miel6tt majukbol
mikroszoma frakcidt izolaltunk. A lumindlis piridin-nukleotidok redox allapotat kétféle
modszerrel vizsgaltuk. Kozvetlen, fluorimetrids méréseink azt mutattdk, hogy a m4j
mikroszoma [NADPH]:.[NADP] aranya az éhezés eldre haladtaval folyamatosan csokken,
vagyis az ER lumen egyre oxidaltabba valik. Ezzel 6sszhangban voltak azok az eredmények,
amelyeket a mikroszoma endogén kortizonredukald (kortizoltermeld) és kortizoloxidalo
(kortizontermeld) kapacitdsdnak mérésével kaptunk. A mikroszomat kortizonnal, illetve
kortizollal inkubaltuk, ¢és HPLC-s meghatarozassal 0Osszehasonlitottuk a kortizol- ¢s
kortizonkeletkezés kezdeti sebességét (1. abra). Mivel az ¢éhezés hatasara Western blot
analizisiink szerint a H6PD és 11BHSDI szintje, valamint ezen enzimek aktivitdsa nem
valtozott jelentds mértékben, a mért sebességek a lumenben taldlhaté [NADPH]:[NADP]

aranytol fliggenek.
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A kortizoltermelés az éhezéssel egyre csokkent, ugyanakkor a kortizontermelés fokozatosan
nott. Eredményeinkbdl levonhato a kovetkeztetés, hogy patkdnyokban in vivo ¢hezés sordn a
majsejtek ER-jében fokozatosan csokken a [NADPH]:[NADP] ardny, és ez az elsdként
altalunk észlelt redox eltolodas egyiitt jar a kortizoltermeld képesség valtozasaval is. Mindez
azt tamasztja ala, hogy a vizsgalt rendszer fiziologias koriilmények kozott valoban tdpanyag-

szenzor funkciét tolthet be.

Fruktoz-anyagcsere lehetséges hatdasa az ER kortizoltermelo képességére

(Senesi S. és mtsai., Endocrinology 151: 4830-4839, 2010)

Az elhizéds ¢és ahhoz kapcsolodd metabolikus betegségek kapcsan a taltaplalas — mint
nyilvanvaldo kockdzati tényez6 — mellett egyre nagyobb érdeklédés iranyul a
fruktozfogyasztds szerepére, ezért a jollakottsdg és ¢éhezés mellett a fruktdz-anyagcesere
prereceptorialis glukokortikoid-termelésre gyakorolt hatdsait is megvizsgaltuk.

Patkany mdj mikroszomahoz fruktoz-6-foszfatot (F6P) adva ugyanolyan hatékonyan tudtuk
serkenteni a kortizoltermelést, mint G6P-vel. Kozvetlen, gyorsszlréses transzportméréssel
kimutattuk, hogy a FO6P bejuthat az ER-be, és ebben a fehérjemedialt transzportban (FO6PT) a
G6P ismert transzportere (GO6PT) nem vesz részt. A lumenbe jutott FOP ugyan nem
szubsztratja a H6PD enzimnek, azonban egy — elsdként altalunk leirt — ER-foszfoglukoz-
izomeraz (ER-PGI) kozremiikodésével GO6P-ta alakul, igy taplalni tudja a luminalis NADPH-
termelést (2. abra). A még azonositatlan izomeraz gatolhato fruktoz-1,6-bisz-foszfattal, de
kiilonbozik a citoplazmaban elhelyezkedd izomeraztol (PGI). Azt is bizonyitottuk, hogy a

rekombinans, tisztitott HOPD nem rendelkezik sajat izomeraz-aktivitassal.
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Emelkedett intracellularis F6P-szint el6fordulhat jollakott allapotban, és kiillonosen
fruktozfogyasztas utan. A glukozt inzulinfiiggd transzporttal felvevo €és hexokinazt tartalmazo
sejtekben (pl. zsirsejtek), a fruktézmetabolizmus jelentdsen fokozhatja a kortizoltermelést az
ER-ben. Ez a mechanizmus eldsegitheti a zsirsejtek differencialodasat, illetve hozzéajarulhat
az inzulinrezisztencia kialakuldsdhoz is. Az altalunk leirt jelenség alapvetd szerepet jatszhat a
fiziologias szabalyozasban, de fontos tényezdje lehet az elhizassal kapcsolatos anyagcsere-

zavaroknak is.

EGCG hatasa az ER kortizoltermel6 képességére

A teakatekinek elhizas- és diabetes-ellenes hatdsa régdta ismert, ezért megvizsgaltuk, hogyan
befolyasolja az EGCG a fent ismertetett rendszer miikddését. Folyamatban 1év6 kutatasaink
szerint az EGCG mar kis koncentrdcidban hatékonyan gétolja az ER-ben zajld
kortizonredukcidt. Ezt a hatast nem az érintett transzporter (GO6PT) vagy enzimek (H6PD ¢s a
11BHSD1) gatlasa, hanem — a metiraponhoz hasonléan — a lumindlis [NADPH]:[NADP]
arany csokkenése révén fejti ki. Az észlelt jelenség jelentdsen hozzajarulhat a teaflavanolok

ismert antidiabetikus hatasahoz.

Kovetkeztetések és az eredmények lehetséges hasznositasa

Eredményeink megerdsitették kiinduldé hipotézisiinket, mely szerint az ER-ben zajlo
kortizoltermelés kozvetleniil sejtszinten Osszekapcsolja az intermedier anyagcserét az
endokrin szabdlyozassal, és ezaltal az organellumnak tapanyag-szenzor funkciot biztosit.
Mivel az érzékelés kulcsszerepldje, a HOPD minden altalunk vizsgélt szovetben jelen van,
feltételezhetden a funkcid is altalanos. Adataink szerint a tdpanyagkinalat és a fruktoz-
anyagcsere intermedierei fokozzak a lokalis kortizoltermelést. A leirt jelenség a fiziologias
kontroll j mechanizmusat jelenti, amelynek valoszinlileg szerepe van a metabolikus
betegségek kialakuldsaban is.

A szabalyozas megismerése egyuttal potencialis gyogyszer-tdmadaspontokat is kinal. Ahogy
ezt az EGCG-vel kapott eredmények mutatjak, a G6PT, a H6PD és a 11BHSD1 mellett a
luminélis [NADPH]:[NADP] arany is fontos beavatkozasi pont lehet. Megtigyeléseink tehat
rendkiviili jelentdséggel birnak az elhizds, a metabolikus szindroma, illetve a diabetes

megeldzése és terapidja szempontjabol.



