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1. Roviditések jegyzéke

A.U.: arbitrary unit, azaz mesterséges egység a fluorimetrids és light scattering
méréseknél

NAD': nikotinsavamid adenin dinukleotid

NADP": nikotinsavamid dinukleotid foszfat

NADH: nikotinsavamid adenin dinukleotid, redukalt forma
NADPH: nikotinsavamid adenin dinukleotid foszfat, redukalt forma
GSH: redukalt glutation

GSSG: oxidalt glutation, glutation diszulfid

FAD: flavin-adenin dinukleotid

S.D: standard deviécio

S.E.: standard hiba

11BHSD1: a 11B-hidroxiszteroid dehidrogendz enzim 1-es tipusa
H6PDH: hex6z-6-foszfat dehidrogenaz

IFG: impaired fasting glucose (emelkedett ¢homi vércukor)

IGT: impaired glucose tolerance (csokkent glukdztolerancia)

HDL: high density lipoprotein

LDL: low density lipoprotein

BMI: body mass index (testtomegindex)

WHO: World Health Organization (Egészségiigyi Vilagszervezet)
HEK-293: Human Embrionic Kidney Cell Line (human embrionalis vese sejtvonal)
CHO: Chinese Hamster Ovary sejtvonal

TGFp: transzformal6 ndvekedési faktor B

bFGF: bazikus fibroblaszt novekedési faktor

EGF: epithelidlis novekedési faktor

HGEF: hepatocita novekedési faktor

IGF-1: inzulinszerti ndvekedési faktor 1



11. Bevezetés (Irodalmi hattér)

Metabolikus szindroma

Definicio és klinikai tiinetek

A metabolikus X szindréma kifejezés az utobbi két évtizedben jelent meg az
irodalomban az inzulinrezisztenciaval ¢és ennek kovetkeztében  kialakulo
kompenzatorikus hiperinzulinémidval, android tipusu elhizassal, hipertoniaval, illetve
diszlipidémiaval jellemezhetd klinikai szindroma jellemzésére. A metabolikus X
szindroma fogalmat Reaven alkotta meg 1988-ban.

A szindroma az eurdpai és észak-amerikai népesség mintegy 20-25%-aban
fellelhetd, azaz koriilbelil minden 4-5 emberbdl egy metabolikus szindromaban
szenved. A hatvanéves észak-amerikai populacidé csaknem felét érinti ez a betegség.
Jelentdsége, hogy egyike a legveszélyesebb anyagcsere-elvaltozasoknak, mely a 2-es
tipusu diabétesz mellitusz és az ischaemids szivbetegség kialakulasanak kockazataval
jar. A metabolikus szindroma fennallasa a cukorbetegség kialakuldsanak esélyét

csaknem hétszeresére, mig a kardiovaszkularis rizikot csaknem kétszeresére noveli.

crer

szindromanak irja le azt az allapotot, melyben a csokkent glukoztoleranciaval, illetve
diabétesz mellitussal jellemezhetd inzulinrezisztencia mellett a kdvetkezd négy faktor
kozil legalabb ketté fenndll: magasvérnyomads, aterogén diszlipidémia, obezitas és
mikroalbuminuria. A csokkent glukoéztolerancia definicidja, hogy a terhelés utan két
oraval mért plazma vércukorszint 7,8 mmol/liternél nagyobb. Diabétesz mellitusz esetén
az ¢homi vércukorszint nagyobb, mint 6,1 mmol/liter, terhelés esetén a két ords érték
nagyobb, mint 11,1 mmol/liter.

Az American Heart Association 2004-es allasfoglalasa (National Cholesterol
Education Program, Adult Treatment Panel III) alapjan a kovetkez6 6t paraméter koziil
legalabb harom fenndlldsakor beszéliink metabolikus szindrémardl: abdomindlis

elhizéds, hipertrigliceridémia, csokkent HDL koleszterinszint, magasvérnyomas,



crer

annyiban jelent wjat, hogy figyelembe veszi a diagnodzis feléllitasdnak idépontjaban
esetleg mar elkezdett gyogyszeres kezelést (antidiabetikumok, antihipertenzivumok,
koleszterincsokkentd szerek), valamint izolalt szisztolés és diasztolés hipertoniat is
elkiilonit. Derékkorfogat tekintetében is szigorubbak a kritériumok a korabbi ajanlashoz
képest (Grundy és mtsai, 2004).

Diabétesz Tarsasdg (International Diabetes Federation) alkotta meg. A diagnézis
kozéppontjaba a derékkorfogatot allitja, részletesen elkiilonitve a kiilonb6zd rasszok

esetében. (/. tablazat)



1 tablazat: A metabolikus szindroma klinikai definicioi (Chew és mtsai, 2006)

WHO ajanlas ATP 1II IDF
Sziikséges Hiperglikémia/inzulinrezisztencia | Ot kritériumbol harom vagy tobb jelenléte Centralis elhizas + 2 vagy tobb a négy masik
kritérium + 2 v. tobb a négy masik kritériumbol

kritériumbol
Centralis elhizas | Csip6/derék arany Derékkorfogat: Derékkorfogat:

>0,9 (férfi) kaukazusi: > 102 cm (férfi), > 88 cm (n6) eurdpai, szub-szaharai afrikai, kelet-mediterran és

>0,85 (nd) és/vagy
BMI > 30 kg/m’

azsiai: > 90 cm (férfi), > 80 cm (nd)
szorosabb a hatarérték inzulinrezisztenciat okozo
genetikai prediszpoziciot hordozo, nem azsiai

embereknél: > 94 cm (férfi), > 80 cm (nd)

kozel-keleti (arab): > 94 cm (férfi), > 80 cm (nd)
dél-azsiai, kinai, dél-és kozép amerikai: > 90 cm

(férfi), > 80 cm (nd)

Hiperglikémia Inzulinrezisztencia: diabétesz, IFG, | Ehomi vércukorszint >5,6 mmol/liter vagy Ehomi vércukorszint > 5,6 mmol/liter, vagy
IGT hiperglikémia miatt gyogyszeres kezelés korabban diagnosztizalt 2-es tipusu diabétesz
Diszlipidémia Szérum triglicerid szint > 1,7 Szérum triglicerid > 1,7 mmol/l vagy Szérum triglicerid > 1,7 mmol/l vagy
mmol/l és/vagy HDL-koleszterin hipertrigliceridémia miatti gyogyszeres kezelés hypertrigliceridémia miatti gyogyszeres kezelés
< 0,9 mmol/1 (férfi), <1,0 mmol/l HDL-koleszterinszint < 1,0 mmol/l (férfi), < 1,3 HDL-koleszterinszint < 1,0 mmol/l (férfi), < 1,3
(nd) mmol/l (n6) vagy gyogyszeres kezelés alacsony mmol/l (n6) vagy gyogyszeres kezelés alacsony
HDL-koleszterinszint miatt HDL-koleszterinszint miatt
Hipertonia > 140/90 Hgmm Szisztolés vérnyomas > 130 Hgmm, diasztolés Szisztolés vérnyomas > 130 Hgmm, diasztolés
vérnyomas > 85 Hgmm vagy antihipertenziv kezelés | vérnyomas > 85 Hgmm vagy antihipertenziv kezelés
Egyéb Mikroalbuminuria: vizelet albumin

kivalasztasi rata > 20 pg/perc vagy
albumin/kreatinin arany > 3,5

mg/mmol




A glukokortikoidok szerepe az obezitas és a metabolikus X szindroma patogenezisében

A metabolikus szindréma és a glukokortikoidok kapcsolatara csupan amiatt is
gondolhatunk, hogy a koérkép legjellemzdbb tiinetei feltiinden emlékeztetnek a Cushing
szindromééra (2. tdblazat). A hasonld fenotipus mellett azonban a legfontosabb eltérés,
hogy a metabolikus szindrémaban a plazma kortizolszintje normalis vagy akar alacsony,
mig Cushing szindromaban emelkedett. Mindkét korkép hatterében tehat a
glukokortikoid receptorok fokozott aktivalodéasa all. Cushing szindréma esetén ezt az
emelkedett szérum glukokortikoid szint, metabolikus szindromanal pedig a lokalis

glukokortikoid hatas felerésodése okozza.

2. tablazat: A metabolikus szindroma és a Cushing szindroma tiinetei. A betegek

fenotipusa hasonlo, am a metabolikus szindroma normal szérum kortizolszinttel jar.

Metabolikus szindroma Cushing szindroma
* magasvérnyomas, * magasvérnyomas
¢ abdominalis tipusu elhizas, * abdominalis tipust elhizés
¢ csOkkent gluko6z tolerancia * csokkent glukéz tolerancia
* inzulinrezisztencia * vékony, sériilékeny bor
¢ ¢relmeszesedésre hajlamositd * holdvilagarc

diszlipidémia, * livid stridk

¢ gyulladas- és trombozishajlam * oszteopordzis

* proximalis izomgyengeség
* hipogonadizmus
e akne

* pszichés zavarok

Szérum kortizolszint normalis Szérum kortizolszint emelkedett




A kortikoszteroidok élettana

A mellékvesekéregben termelddd szteroidhormonok funkciondlis szempontbol
harom csoportra, glukokortikoidokra, mineralokortikoidokra és androgénekre oszthatok.
A glukokortikoidok legfontosabb fizioldgias funkcidi a szénhidrat-, fehérje- és
lipidanyagcsere szabalyozasa, vérnyomasfenntartds, illetve a stresszre adott
valaszreakcio, valamint a szoveti szintli gyulladasos folyamatok modulalasa (Munck és
mtsai, 1992). Ezzel szemben a mineralokortikoidok f6 hat4sa a nefronban az epithelialis
Na'-transzport fokozasa (Marver, 1984).

A glukokortikoidok ¢és mineralokortikoidok a tobbi szteroidhoz hasonléan
lipofilek, emiatt a sejtmembranon athatolva konnyedén jutnak intracelluléris
receptorukhoz. A legfontosabb keringd glukokortikoid a kortizol, termelddése a
hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg tengely szabalyozasa alatt all. A kortizol a
termel0dését szabalyozo hormonokra valamennyi szinten negativ feedback hatast
gyakorol. A mineralokortikoidok koziil legnagyobb fizioldgids jelentdséggel az
aldoszteron bir, a mellékvesekéreg zona glomerulosajanak kiilsé része termels,
termeldését a renin-angiotenzin rendszer és a szérum K" koncentracidja szabalyozza.
A glukokortikoidok joval nagyobb mennyiségben termelddnek szervezetiinkben, mint a
mineralokortikoidok: kortizolbdl napi 15 mg (Cope és mtsai, 1958, Esteban és mtsai,
1991), kortizonbdl 2 mg képzddik (Peterson és mtsai, 1960), mig aldoszteronbol
minddssze napi 150 pg-ot szekretdl a mellékvesekéreg. A keringd kortizol 90%-a
fehérjéhez kotott formaban fordul eld. A kortizol féleg az a2-makroglobulin frakcioba
tartozd kortizolkotd fehérjéhez (CBG, cortisol binding globulin) kotve kering.
Ugyanakkor bioldgiai aktivitassal csak a vérben keringd szabad kortizol rendelkezik. A
szabad kortizol a vesével valasztédik ki, igy mérésére a vizelet szabad
kortizolkoncentracid ad lehetdséget: a termelddd dsszes kortizolnak ez minddssze 1%-at

teszi ki. A kering6 szabad kortizol féléletideje 70-120 perc (Tomlinson és mtsai, 2003).

A kortizolkatabolizmus legfontosabb lépései és enzimei

A kortizol és a kortizon kozotti kiillonbség, hogy a 11-es szénatomon hidroxi,

illetve ketocsoport van-e. Igy kortizol esetében a metabolizmus elsd lépése lehet ennek
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a 11-hidroxicsoportnak ketocsoporttd alakuldsa a 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz
enzim altal katalizalt reakcioban (Monder és Shackleton, 1984, Monder és White,
1993). A kortizon ¢és a kortizol metabolizmusa innentdl azonos 1épésekben zajlik.

A kovetkezd 1épés a C4-5 kettdés kotés redukcidja (dihidrokortizol, illetve
dihidrokortizon képzddik), majd a 3-oxo csoport hidroxilacidja, mely soran
tetrahidrokortizol, illetve tetrahidrokortizon alakul ki. A C4-5 kettds kotés redukciojat
katalizalhatja az 5f-, illetve Sa-reduktdz is, ezzel egy 1épésben képezve 5f, illetve Sa-
tetrahidro-metabolitokat (McGuire és mtsai, 1959). Fiziologias esetben az 58 és Sa
metabolitok aranya 2:1. Ezek a tetrahidro-metabolitok glukuronsavval konjugaloédnak
¢s a vizelettel valasztodnak ki (Cope ¢és mtsai, 1972). A tertahidrokortizol és a
tetrahidrokortizon metabolizmusénak egy tovabbi lehetséges ttja, hogy 19 szénatomos
11-oxo vagy 11-hidroxi androszteronnd, illetve etiokolanolonna alakulnak.

A 208, illetve 20a-dehidrogenazok altal katalizalt reakcioban 208, illetve 20a-
kortol ¢és kortolon képzddik. Ha a 20-oxocsoport redukcidja az A gylrt redukcidja
nélkiil torténik, 20a-és 20B hidrokortizol képzddik. (Shackleton és mtsai, 1993). A
kortol és a kortolon tovabbalakulhat kortol-és kortolonsavva (Monder és Bradlow,
1980)

A 6B-hidroxiszteroid dehidrogenazok a C6-hidroxilaciot katalizaljak.

A kiilonb6z0 mechanizmusok a kortizol és a kortizon metabolizmusdban eltérd
aranyban vesznek részt. A vizelettel iiritett kortizol 50%-a tetrahidrokortizol, allo (5a)-
tetrahidrokortizol és tetrahidrokortizon, 25%-a kortol és kortolon, 10%-a C19 szteroid
¢és 10 %-a kortolsav és kortonsav forméjaban hagyja el a szervezetet. A maradék néhany
szazalékot szabad, nem konjugdlt kortizon és kortizol, valamint 63, 20a és 20B

metabolitok adjak (Fukushima és mtsai, 1960). (1. abra)

13



11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz -

CH,OH

Hull::o +

CH,

kortizon

HC =2

CH.OH

kortolon

- 20a-reduktaz

5a-reduktaz
3a-reduktaz

i CH,OH | CHOH
HC=G -h- HG =@
i o cH, L, on HO &H
£H, CH,
Q HE !
. (=]
kortizol

allo-tetrahidrokortizol

5B-reduktaz
3a-reduktaz

tetrahidrokortizol

CHOH
HG —OH

konjugacio
kivalasztas

1. abra: A kortizol katabolizmusa

A vérben kering6 szabad kortizon frakcié (bar valamennyit a mellékvesekéreg is
termel) féleg kortizolbol, a vesében miikodd 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz 2-es
tipusanak oxidativ miikodésébdl szarmazik. A keringd szabad kortizolnak ilyen mddon

kb. egyotode alakul at (kb. 60 nmol/liter). Ugyanakkor a kortizon a kortikoszteroidkotd

fehérjéhez joval kisebb affinitassal kotddik, igy a kevesebb termelédd

ellenére a szabad kortizonkoncentracid a vérben a kortizoléval kb. azonos (Tortorella és

mtsai, 1990, Meulenberg és mtsai, 1990).
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Patofiziologiai bizonyitékok a glukokortikoidok és a metabolikus szindroma

kapcsolatara

A hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg tengely valaszkészsége kovér
emberekben kiillonb6zd stimulativ hatdsokra - pl. akut stresszre, kortikotrop releasing
hormon vagy arginin-vazopresszin stimulaciora, hipoglikémidra — fokozott (Bjorntorp
¢s mtsai, 1999; Pasguali, 2003; Vicenatti és mtsai, 2002). Megvaltozik a centralis
glukokortikoid receptorok érzé¢kenysége a kortizol irant, ami a glukokortikoidokra adott
feedback valasz csokkenéséhez vezet (Jessop és mtsai, 2001; Ljung és mtsai, 2002).
Egyes glukokortikoid receptor polimorfizmusok abnormadlis hipotalamusz-hipofizis-
mellékvesekéreg tengely miikodést, inzulinrezisztenciat, fokozott zsirfelhalmozddast,
illetve magasvérnyomast okoznak.

Kovér egyénekben a plazma kortizolszint valtozasanak napi ingadozésa is eltér a
normalistol: ¢éjszaka folyaman, amikor a kortizolszint fiziologidsan a legalacsonyabb
lenne, obezitds esetén emelkedett kortizolszintet, a reggeli cstics helyett pedig a szérum
kortizolkoncentracié csokkenését tapasztaljuk (Ljung és mtsai, 1996; Rosmond és
mtsai, 1998, Walker és mtsai, 2000).

A hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg tengely fokozott miikddésének,
ugyanakkor a normalis szérum Kkortizolszintnek a hatterében két kompenzacios
mechanizmust feltételeznek: gyorsult kortizolmetabolizmust és a szoveti aktivalodast.

A fokozott kortizolmetabolizmust a vizelettel iiriild kortizolmetabolitok
vizsgalataval lehet nyomon kdvetni. Az A gytiriin redukalt kortizolmetabolitok relativ
koncentracioja a vizeletben kovér egyénekben emelkedett, ami a majbeli Sa és 58
reduktaz enzimek fokozott miikodésére utal (Andrew és mtsai, 1998; Fraser és mtsai,
1999). Az Sa és 5B reduktdz enzimek mikodése kovér emberekben fokozott. Ennek
magyardzata nem ismert, hatterében feltehetéen az enzimek aktivitdsat befolyasolo
taplalkozasi faktorok, lipidek és az inzulin, valamint az enzimek szubsztratellatottsaga
all (Wake és mtsai, 2004).

Az elobb emlitett hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg tengely és a lebontd
enzimek talmiikddésén kiviil az obezitasban eléforduld fokozott glukokortikoid hatasért
a kortizolhatas szoveti szintli feler6sodése is felelés, ami a 11B-hidroxiszteroid

dehidrogenaz 1-es tipusanak kdszonhetd. (Wake és mtsai, 2004)
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A kortikoszteroidok prereceptoridlis atalakuldsa, aktivalodasa

Meég tiz évvel ezeldtt is ugy gondoltak, hogy a kortikoszteroidok hatasat azok
vérbeli koncentracidja, plazmafehérjékhez vald kotddése, €s a célszovetek eltérd
intracellularis receptormintazata hatarozza meg csupan. Az utdbbi idében valt
nyilvanvalova, hogy a kortikoszteroid hatast szovetspecifikus prereceptorialis enzimek
is befolyasoljak. Ilyen prereceptoridlis atalakulds egyéb szteroidok esetében is ismert:
androgének esetén az Sa reduktizok, Osztrogének esetén a 17B-hidroxiszteroid
dehidrogenazok ¢s az aromatazok, tiroid hormonok esetén az 5’-monodejodinéz felelds
ezért a mechanizmusért.

A glukokortikoidok biologiai aktivitasaért a 1l-es pozicioban levd
hidroxilcsoport is felelés. Igy példaul a kortizol és a kortikoszteron aktiv szteroidok,
mig 11-keto formaik bioldgiailag inativ vegyiiletek. Igy glukokortikoidok esetében ezért
a prereceptoridlis atalakulasért a 11B-hidroxiszteroid dehidrogenazok a felelések. Azaz
egy adott szovet sajat szintjén a helyi aktiv kortikoszteroidok aranyat a 11p-
hidroxiszteroid dehidrogenadzok expresszidjan, szabalyozasan keresztiil szabalyozni

képes (Seckl és mtsai, 2004).

11p-hidroxiszteroid dehidrogendzok - torténeti dttekintés

A 11p-hidroxiszteroid dehidrogendz 2-es tipusa és a mineralokortikoid receptor

paradoxon

A 11B-hidroxiszteroid dehidrogendz enzimaktivitast, azaz a 11-hidroxi-
glukokortikoidok enzimatikus atalakulasat 11-keto formdkka 50 évvel ezelott irtak le
elészor (Amelung ¢€s mtsai, 1953) Ezt az enzimaktivitast tobb sejtben, szdvetben is
felfedezték késobb: placentdban (Osinski és mtsai, 1960), vesében (Jenkins és mtsai,
1966), majban (Bush és mtsai, 1969). 1980-ban Monder és tarsai patkany majsejtben
NADPH fiiggé 11pB-hidroxiszteroid dehidrogendz enzimaktivitast irtak le, ami a
kortizon 11 redukcidjat kortizolla és a kortizol inaktiv kortizonna alakuldsat egyarant
képes katalizalni (Monder és mtsai, 1984). Kezdetben az Gjonnan felfedezett enzimet a

glukokortikoidok egyik lebontdjanak gondoltdk minden egyéb funkcid nélkiil, késobb
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irtdk csak le a kortizol kortizonnd alakuldsaval torténd inaktivalodasanak fiziologias
szerepét (Funder és mtsai, 1990, Edwards €és mtsai, 1988). Felfedezték tovabba, hogy ez
az enzim lehet a mineralokortikoid receptor paradoxon megoldédsa. A mineralokortikoid
receptor paradoxon azt jelentette, hogy a tisztitott, illetve rekombindns
mineralokortikoid receptor affinitdsa in vitro kortizol és aldoszteron irant korilbeliil
egyenld. Ezzel szemben in vivo a disztalis tubulusban a mineralokortikoid receptoron
foleg aldoszteron hatas érvényesiil, a glukokortikoid hatds minimalis. Ezért a 11p-
hidroxiszteroid dehidrogenaz a felelés, ami az aldoszteron célszerveiben a kortizolt
prerceptoridlisan inaktiv kortizonna alakitja.

Nyilvénvaléva valt azonban, hogy a Monder altal patkany majsejtben felfedezett
11B-hidroxiszteroid dehidrogendz széleskorli  eléforduldsa, alacsony affinitasa,
mikromolaris nagysagrendii Ky értéke miatt nem jatszhat szerepet a kortizol
prereceptorialis szintli inaktivacidjaban. Ezeknek az ellentmondésoknak a tisztdzasa
vezetett egy masik izoenzim, a 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz 2-es tipusanak a
leirasahoz (Albiston és mtsai, 1994; Agarval és mtsai, 1994).

A 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz 2-es tipusa az aldoszteron célszerveiben,
azaz a disztalis tubulusban, a colonban, a nyalmirigyekben és a placentaban
expresszalodik. Az enzim egy NAD'- fiiggd dehidrogenaz, ami a kortizolt inaktivalja
kortizonna (Ky nanomolaris nagysagrendii), 11B-reduktaz aktivitasa elhanyagolhato. A
11B-hidroxiszteroid dehidrogendz 2-es tipusanak génjében levé mutéaciok velesziiletett
mineralokortikoid hianyt okoznak. Az elébbiek alapjan valdszintsithetd, hogy a
mineralokortikoid receptort a glukokortikoidoktdl a szervezetben ez az enzim védi

(Albiston és mtsai, 1994).

A 11p-hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es tipusa: prereceptorialis aktivacio

Az enzim ellenkezd irdnyu miikodése, azaz a kortizon kortizolla alakuldsanak
katalizaldsa mar a kortizon felfedezésekor kideriilt: ezt a molekulat elészor rheumatoid
arthritisban szenvedd beteget szérumdban talaltdk, anti-inflammatorikus hatasa
anyagnak gondoltdk, ami a sziikséges helyen a 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz altal
katalizalt reakcioban aktiv kortizolla tud alakulni (Kendall, 1971). A tobb szervben,

tobb iranyban leirt 11-hidroxiszteroid dehidrogenaz aktivitasok kozott végiil izotopos
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eredmények (Hellmann és mtsai, 1971), illetve a szérum kortizon/kortizol arany mérése
vesebetegekben (Srivastava és mtsai, 1973, Whithworth és mtsai, 1989), valamint a
venae hepaticae €és a v. renalisok szelektiv angiografias vizsgdlatdnak lehetdsége
(Walker és mtsai, 1992) segitett rendet teremteni. Igazoltdk ugyanis vesebetegeken,
hogy a kortizol kortizonna alakuldsaban a vese lényeges szerepet jatszik, valamint a
katéterezéssel nyert, v. renalisbdl szarmazd vérben a kortizol/kortizon arény joval
alacsonyabb, mig a v. hepaticaban joval magasabb a periférias vérhez viszonyitva. Igy
lett a reduktdz irdnyba miilkddé maj-izoenzim a 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es
tipusa, mig az oxidaz irdnyba miikodo, fentebb mar részletezett vese-izoenzim pedig a

2-es tipus.

11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipus: klasszifikdcio és fehérjeszerkezet

A 11B-hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es tipusa a rovid lancu
dehidrogenaz/reduktdz szupercsaladba tartozik. Ez a napjainkban ismert egyik
legnépesebb enzimcsaldd, csaknem 3000 tagot szamlal (Matsugana és mtsai, 2006). A
csalad valamennyi tagjaban konzervalt régié a nukleotid-kofaktorkotd hely és az aktiv
centrum. A nukleotidkoto-hely a benne talalhatdé GXXXGXG szekvencia miatt
specifikus NADPH-ra (Jornwall és mtsai, 1995). A kofaktorkotéhely masodlagos
szerkezete a-hélixekbdl és B-redzetekbdl épiil fel meghatarozott, a-p-a-f-B sorrendben,
un. Rossmann-zsebet alkotva (Grundy és mitsai, 1997). Az aktiv centrum primer
szerkezetére sok tirozin, lizin €s szerin el6fordulasa jellemzd, szintén konzervalt
sorrendben (Stewart és mtsai, 1999).

A 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz enzim 1-es tipusa egy citoszolikus részbdl,
egy transzmembran doménbdl és egy intralumindlisan elhelyezkedd katalitikus
alegységbdl vagy aktiv centrumbol all (2. dbra). A citoszélban elhelyezkedd domén
igen rovid, minddssze 5 aminosav hosszisagu. Ezt egy szintén rovid, néhany
aminosavbol allé transzmembran domén koveti. Az N-termindlis régid a citoplazma
felé, mig a C-terminalis régi6é az endoplazmas retikulum lumene felé néz. Az enzim
lizin, illetve a C-terminalison levd, az endoplazmas retikulum lumenében elhelyezkedd

két, negativ toltésti glutamat kulcsfontosdg. Az 5-6s pozicidban levd lizin mutacio-
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analizise mutatott ra ennek az aminosavnak, illetve oldallancanak az enzim
2004). Az N-termindlis enzimaktivitdsban betdltott szerepének vizsgalatakor
ellentmondasos eredmények sziilettek. A COS és CHO sejtekben expresszalt, N-
terminalisatol megfosztott fehérje inaktivnak bizonyult, bar ebbdl az aktiv centrum
egyes részei is hianyoztak (Obeid és mtsai, 1992, Mercer €s mtsai, 1993). Szignal
szekvencia hianyaban itt az enzim a citosz6lban helyezkedett el, igy az endoplazmas
retikulum lumenében kialakuld, a miikodés szempontjabol fontos diszulfidhidak
hianyoztak (Ozols, 1995). Sejtekbdl kivont 1-es tipust 11B-hidroxiszteroid
dehidrogendz enzimmolekuldk C-terminalisa szintén inaktivnak bizonyult, ami
igazolhatnd az N-termindlis domén fontos szerepét az enzim miikodésében (Duax és
mtsai, 2000). Ugyanakkor az E. coliban expresszalt N-termindlis nélkiili 1-es tipust
11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz molekula enzimaktivitdsa magasabb volt az eredetinél
(Walker és mtsai, 2001).

A patkdny enzimfehérjén elhelyezkedd két glikozilalt aszparagin-X-szerin
szekvencia is a mitkddés szempontjabol fontos: CHO sejtvonalon végzett expresszios
kisérletekben az egyik glukozilaciés hely mutacidja az enzimaktivitas 75%-os, a masiké
pedig 50%-0s csokkenését eredményezte. Az emberi hepatikus 1-es tipusi 11B-
hidroxiszteroid dehidrogen4dz molekula harom glikozil4cios helyet tartalmaz. Mind az E.
coliban végzett expresszios kisérletek (Blum és mtsai, 2000), mind pedig a glikozilacios
helyek mutacidja azt bizonyitotta, hogy a human enzim esetén a protein foldinghoz és
az enzimaktivitashoz a glikozilacio nem feltétlentil sziikséges (Walker €s mtsai, 2001).
A szintén harom glikozil4cios hellyel rendelkezd nyul 1-es tipusta 11B-hidroxiszteroid
dehidrogendzon végzett vizsgalatok is aldtdmasztottdk az eldbbieket (Pu és mtsai,

2000).

19



Citoszol NH?2

Membran

COOH

2. abra: A 11B-hidroxiszteroid dehidrogendz enzim I-es tipusa (Ozols, 1995)

Enzimkinetika

A Monder éltal felfedezett eredeti enzim, a patkany majsejtben talalt 11p3-
hidroxiszteroid dehidrogenaz (a tovabbiakban a 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es
tipusa) a szervezetben szdmos helyen expresszalddik: méjban, tiiddben, zsirszovetben,
erekben, ovariumban ¢s a kozponti idegrendszerben. Patkdnyban a vesében ¢és a herében
is leirtdk ezt az enzimet. Ezeken a helyeken a glukokortikoid receptor
nagymennyiségben expresszalédik, hiszen a glukokortikoidok jelentds szerepet
jatszanak az el6bbi szervek esetében az anyagcsere szabalyozasaban.

A Monder altal eredetileg patkdny majsejtbdl szarmazd, mikroszomalis 11p-
hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipus bidirekciondlis enzim, bar in vitro reduktdz

aktivitdsa instabil. Sejtmentes rendszerben pedig az eredeti enzim esetén csak
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dehidrogenaz aktivitast detektaltak (Lakshmi és mtsai, 1988). Az enzim Michaelis
konstansa kortikoszteronra 1,83 + 0,06 uM, kortizolra nézve pedig 17,3 + 2,24 uM.

Ha az enzimmmolekula ¢cDNS-ét kiilonb6zd sejtvonalakban expresszaltak, ép
sejtekben az enzim reduktaz irdnyba miikdott (Duperrex és mtsai, 1993, Low és mtsai,
1994).  Hepatocitakbol, fibroblasztokbol,  zsirszoveti  Ossejtekbol,  tiidobdl,
hippokampalis sejtekbdl szarmazo sejtkultikakon végzett kisérletekkel szintén erre az
eredményre jutottak (Jamieson és mtsai, 1995, Hammami és mtsai, 1991, Bujalska ¢és
mtsai, 1997, Bujalska és mtsai, 1999, Hundertmark és mtsai, 1995, Rajan és mtsai,
1996). Ezt in vitro végzett enzimkinetikai elemzésekkel is alatdmasztottdk: kortizonra
az enzim Ky értéke 0,3 uM, mig kortizonra 2,1 pM, ami arra utal, hogy az enzim
fiziologias miikodési irdnya in vivo reduktaz (Tannin és mtsai, 1991, Stewart és mtsai,
1994). Kés6bb szamos mas szovetbdl, szervbdl is eldallitottak tisztitott 1-es tipusta 11p-
hidroxiszteroid dehidrogendz fehérjét, illetve cDNS-t, illetve végeztek ezeken
enzimkinetikai vizsgalatokat. Emberen (Tannin és mtsai, 1991), egéren (Rajan és mtsai,
1995), majmon (Moore és mtsai, 1993), bardnyon (Yang és mtsai, 1992), sertésen,
tehénen ¢s tengerimalacon (Pu és mtsai, 2000, Shafqat és mtsai, 2003) is végeztek ilyen
méréseket.

Az enzim intakt szervekben vald reduktaz muikodését izolalt és perfundalt
macska €s patkany majon is leirtdk. Hasonl6 reduktdz miikodést irtak le emberi majon
in vivo is: oralisan adott kortizon first pass metabolizmusa soran kortizolla alakul. A per
os adott kortizonnak emiatt csupan néhany szazaléka éri el a szisztémas keringést, €s a
vena hepatica kortizol/ kortizon hanyadosa magas.

Vannak azonban olyan szervek is, ahol az enzimaktivitas irdnya kiilonbozd
fiziologias allapotokban, illetve a fejlédés soran megvaltozik: Leydig sejtekben és
neuronokban példaul in vivo mindkét iranya aktivitast leirtdk (Gao és mtsai, 1997,
Philips és mtsai, 1989, Wang ¢s mtsai, 2002, Jellinck és mtsai, 1999, Seckl és mtsai,
2001). Zsirszdveti stromasejtekben pedig a kezdetben dehidrogenédz aktivitdsu enzim a
preadipocitabol adipocitava érés folyaman reduktaz irdnyt lesz (Bujalska és mtsai,

2002).
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A 11p-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipusdanak szerepe mdjban és zsirszovetben

A 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipusanak szerepe mdjban

Glukokortikoid hatas és a 11p-hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es tipusanak

eldfordulasa

Majban a glukokortikoidok az inzulinnal ellentétes hatasuak. Legfontosabb
majbeli hatasuk, hogy stressz, illetve éhezés esetén tapanyagokat mobilizalnak a
raktarokbol, biztositva ezzel a normoglikémia fenntartasat. Ennek egyik legfontosabb
eleme a glukoneogenezis serkentése. Fokozzdk ugyanis a glukoneogenezis
sebességmeghatarozd  enzimének, a foszfoenol-piruvat karboxikindznak az
expresszidjat.

A 11B-hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es tipusanak expressziojat ragcsalo és
emberi mdajban egyarant leirtak. Emberben a 11B-hidroxiszteroid 1-es tipusanak
expresszidja a v. centralis koriil a legmagasabb (Ricketts és mtsai, 1998). Human és
patkany majsejtkulturakon az enzim aktivitasa kizardlag reduktaz iranyu volt, izolalt és
perfundalt patkdny méjon leirtak dehidrogenaz aktivitast is (Ricketts és mtsai, 1998,

Jamieson és mtsai, 1995).

A 11p-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipusanak szerepe az inzulinérzékenységben és

a hepatikus glukoneogenezis szabalyozdsdaban

A 11B-hidroxiszteroid  dehidrogenaz  1—es  tipusdnak  szerepét az
inzulinérzékenység szabdlyozasaban Cushing-szindromas embereken tapasztalt
jelenségek vetik fel. Ezek a betegekre ugyanis gluk6z intolerancia és csokkent
inzulinérzékenység jellemzo.

Szamos kiilonb6zé6 moddon, pl. transzgén 1-es tipusu 11B-hidroxiszteroid
dehidrogenaz-hianyos egerekkel, illetve az enzim szelektiv gétlasaval (Jamieson és
mtsai, 2000) bizonyitottak, hogy az enzim csokkent aktivitdsa kovetkeztében kialakulo
csokkent glukokortikoid koncentracio a hepatocitak megnovekedett

inzulinérzékenységéhez vezet.
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Annak bizonyitasara, hogy majsejtben a lokalis glukokortikoid hatés
felerdsitéséért a 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipusa felelds, 1-es tipusu 11p-
hidroxiszteroid dehidrogenaz knockout egereket hoztak Iétre. Az 1-es tipust 11pB-
hidroxiszteroid dehidrogendz-knockout egér normalisan fejlédik, fertilis, vérnyomasa
normalis. Adrenalectomizalt knockout egér képtelen a kapott 11-dehidrokortikoszteron
kortikoszteronna alakitasara. Az emelkedett plazma kortizonszint ellenére az 1-es tipusu
11B-hidroxiszteroid dehidrogendz knockout egérben az intracelluldris glukokortikoid
regeneracid csokkent mértékli, igy a glukortikoidok intracellularisan kevésbé
antagonizaljak az inzulin hatasat. Igy a foszfoenolpiruvat karboxikiniz és a glukoz-6-
foszfataz aktivitasa csokken, ami a stressz altal kivaltott hipoglikémids valasz
csokkenéséhez vezetett (Kotelevtsev és mtsai, 1997).

A 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipusanak szerepét a glukoneogenezis
szabalyozasaban az enzim szelektiv gatlasaval is igazoltak. Réagcsalok hét napos
karbenoxolon kezelése jelentdsen csokkentette a foszfoenol-piruvat-karboxikinaz és a
gluk6z-6-foszfatdz expresszidjat (Alberts és mtsai, 2002). Leirtdk tovabba 2-es tipust
diabéteszes egér modelleken, hogy az enzim szelektiv gatldsa az allatok
inzulinérzékenységének fokozddasahoz vezetett (Alberts €s mtsai, 2002).

Klinikai vizsgalatok soran is hasonld eredményekre jutottak. Egészséges
emberek karbenoxolon kezelése a majbeli glukozprodukeiot csokkentette (Walker és
mtsai, 1995). Hasonlé kezelés 2-es tipusu diabéteszben szenvedd emberek
inzulinérzékenységét is javitotta (Andrews és mtsai, 2003)

Erdekes tovabbi megfigyelés, hogy mind transzgénikus egér modelleken, mind
human kisérletek soran az abdomindlis zsirszovet mennyisége forditott aranyban all a
majbeli 1-es tipust 11B-hidroxiszteroid dehidrogendz enzimaktivitassal. Ugyanakkor
egészséges ¢és 2-es tipusu diabétesz mellituszban szenvedd emberek hepatikus 1-es
tipusul 1B-hidroxiszteroid dehidrogendz aktivitdsa kozott a  vizelettel {ritett
kortizolmetabolitok iiritése alapjan nem volt kiilonbség (Kerstens és mtsai, 2000), mig
az oralisan adott kortizon kortizolla alakuldsa szintén csokkent mértéki volt (Andrews

¢és mtsai, 2002).
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A 11p-hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es tipusanak szabdlyozasa majban

A 11B-hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es tipusdnak aktivitdsat a majban szamos
tényezo befolyasolja. Ragesalok majaban az 0sztrogén és az inzulin az enzim aktivitasat
csokkentette (Low és mtsai, 1994). Novekedési faktorok (TGFp, bFGF, EGF, HGF)
azonban hatastalannak bizonyultak (Ricketts és mtsai, 1998). Patkanybdl szarmazé
hepatoma sejtvonalon az enzim reduktaz aktivitdsa inzulinnal és IGF1-el gatolhato volt,
mig dexamethason az aktivitast fokozta (Voice és mtsai, 1996).

A majbeli 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipusanak szabalyozdsa a
CEBPa transzkripcios faktor segitségével valosul meg (Williams ¢és mtsai, 2000).
Feltételezik tovabba, hogy a tiroxin mind transzkripcids szinten, mind az enzimaktivitas
szintjén hat: patkdny és emberi mdjon is tobb ilyen vizsgalat késziilt, eltérd eredménnyel
(Whorwood és mtsai, 1993, Zumoff és mtsai, 1983). Birka majon a metirapon a 11§-
hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipusanak aktivitdst gatolja (Sampath-Kumar ¢&s
mtsai, 1997).

Majcirrhosis esetén emberben eddig ismeretlen ok miatt a majbeli 1183-
hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es tipusdnak aktivitdsa fokozodik (Stewart és mtsai,

1993).

A 11p-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipusa zsirszovetben

Expresszio és enzimaktivitds

A 11B-hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es tipusanak jelenlétét zsirszovetben
elészor a radioaktivan jelzett kortizol abdomindlis zsirszovetben vald kortizonna
alakulasanak kapcsan irtdk le. Megfigyelték, hogy mind az expresszid, mind pedig az
enzimaktivitds a cseplesz zsirsejtjeiben joval magasabb, mint a subcutan zsirsejtekben
(Bujalska és mtsai, 1997). Ez olyannyira igaz, hogy taldloan az egyik szerzd az
abdominalis zsirfelhalmozodast a ,,cseplesz Cushing-korjanak™ nevezi (Bujalska és

mtsai, 1999).
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1-es tipusu 11f-hidroxiszteroid dehidrogendz expresszio és enzimaktivitas valtozdsa a

zsirszovetben a fejlodés soran

Az enzim aktivitasa zsirszOvetben bidirekciondlis, a miikodés irdny a zsirsejt,
illetve a még kialakuldéban 1évé preadipocita fejlodési stadiumatol fligg. Kezdeti
fejlodési  stadiumban 1évé preadipocitakban, ilyenek a cseplesz zsirsejtjei, a
dehidrogendz aktivitds domindl. Ezzel szemben frissen izolalt kifejlett adipocytdkban
reduktaz aktivitast irtak le (3. dbra).

A glukokortikoidok szerepet jatszanak egyrészt a zsirszovet eloszlasaban,
masrészt a funkcigjaban is. Gatoljak a preadipocitak adipocitdva alakulasat. Ha a 11[-
hidroxiszteroid dehidrogenaz dehidrogendzként miikodik, a kortizol és a kortikoszteron
inaktivalodik, a preadipocitdk proliferacioja gatlodik. (Bujalska és mitsai. 2002).
Amikor a preadipocitak fejlodése megindul, az enzim egyre ndvekvo reduktaz aktivitasa
révén egyre tobb és tobb aktiv kortizolt termel, ami eldsegiti a zsirsejtek
differencidlodéasat (Ringold és mtsai, 1986; Hauner és mtsai, 1989; Bujalska és mtsai,
1999). Ez a mechanizmus okozza a patholdgidsan emelkedett kortizolszinttel jaro
allapotokban, pl. Cushing- kérban és Cushing szindroméban a zsirszovet jellegzetes
eloszlasat a torzson. Fiziologidsan a csepleszben ugyanis stromasejtek, azaz
preadipocytak talalhatok, emelkedett szérum glukokortikoid koncentraci6 hatasara ezek
fejlédésnek indulnak, és lipideket halmoznak fel, ami a Cushing korra jellemzd centralis
vagy mas néven visceralis zsirfelhalmozodast okozza.

Habar a glukokortikoid termelés ¢és szekrécio kovér egyénekben altalaban
fokozott, a plazma kortizolszint nem feltétleniil emelkedett. A zsirszovet
felhalmozodasaért ezekben az esetekben a visceralis, illetve a szubkutan zsirban észlelt
fokozott 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz aktivitds a felelds, mely a glukokortikoidok

lokalis hatasat felerdsiti a keringd kortizon kortizolla alakitasaval.
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3. abra: A 11p-hidroxiszteroid dehidrogendaz szerepe a zsirszovetben: a kortizol az
adipocitik fejlodésében kulcsfontossagu. Az enzim aktivitasa a fejlodés kezdetén
dehidrogenaz iranyu, késobb az enzim miikédésének iranya reduktaz iranyba fordul. A

kortizol a preadipocitak proliferaciojat gatolja, mig differencialodasukat érett

adipocitava elosegiti.

Az eldbbieket transzgén allatokon, illetve kiilonb6z6 adipocita sejtvonalakon
végzett kisérletekkel is aldtdmasztottak. Kideriilt ugyanis, hogy a zsirszoveti 11B-
hidroxiszteroid 1-es tipusat overexpresszaldo transzgén egérben az adipocita
differenciacio fokozott. Ez a zsirsejtek igen nagy méretében nyilvanul meg (Masuzaki
¢és mtsai, 2001).

Régcséalobol szarmazd adipocita sejtvonalakon (3T3-L1, illetve 3T3-F442A)
szintén megfigyelték az enzimaktivitds fejlddési stddiumtol fiiggd eltérd iranyat

(Napolitano és mtsai, 1998, Jessen és mtsai, 2002).
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Metabolikus szindroma és 2-es tipusu diabétesz modell transzgén adllatok -
bizonyitékok a 11f-hidroxiszteroid dehidrogendz I-es tipus és a metabolikus

szindroma kapcsolatdara

A 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipusanak pontos szerepét az obezitas
kialakulasdban génmanipulalt allatok segitségével is probaltak tisztazni. Az emberi
obezitds, metabolikus szindroma ¢és 2-es tipusi diabétesz mellitusz modellezésére
transzgén egereket allitottak eld. Késziiltek a 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es
tipusat overexpresszalo, illetve knockout allatok, illetve vizsgaltdk a 11p-
hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es tipusdnak miikodését egyéb, kordbban mar széles

korben hasznalt diabétesz modell allatokon.

11[-hidroxiszteroid dehidrogenaz I-es tipus transzgén allatok

Hepatikus 11p-hidroxiszteroid dehidrogenazt overexpresszalo transzgen egeér

A majbeli 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipusat overexpreszald
transzgén egér az obezitas kivételével a metabolikus szindroma valamennyi tiinetét
mutatja: ezeken az éallatokon zsirmdj, hipertonia és inzulinrezisztencia egyarant

kifejlédik (Paterson és mtsai, 2004)

Zsirszoveti 1-es tipusu 11[-hidroxiszteroid dehidrogendzt overexpresszalo transzgeén

eger

A zsirszovetben taldlhaté 1-es tipusi 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz
overexpresszidja - az elobbiekben mar emlitett AP2 transzkripcios faktor a gén
promoterén keresztiil (AP2-HSD1 egér) - a metabolikus szindromdhoz hasonlo
fenotipus kialakuldsdhoz vezet, azaz centralis obezitdssal, magasvérnyomassal, inzulin
rezisztenciaval ¢s diszlipidémiaval jar (Masuzaki és mtsai, 2001; 2003). Ez magas
zsirszoveti kortikoszteron, plazma leptin, tumor nekrozis faktor-a koncentracioval, és

emelkedett  zsirszoveti lipoprotein lipdz mRNS szinttel jar egyiitt. A
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vérnyomasemelkedés oka az emelkedett angiotenzinogén szint. Ezek az Aallatok

hyperphagidsak.

11[-hidroxiszteroid dehidrogendz 1 knockout egér

A 11B-hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es tipus -/- homozigdta egérnél a
metabolikus X szindroéma nem alakul ki (Kotelevtsev és mtsai, 1997; Morton és mtsai,
2001). Magas zsirtartalmu taplalas esetén sem kell esetiikben obezitas kialakuldsaval
szamolni. Az enyhén emelkedett szérum kortikoszteron szint ellenére (ez egérben a
kortizol megfeleldje) intracelluldrisan a normalishoz képest csokkent kortikoszteron
szintet talaltak. Az allatok szérum lipid profilja is igen kedvezd volt: esetiikben alacsony
szérum triglicerid szintet, és emelkedett HDL koleszterinszintet taldltak (Harris és
mtsai, 2001; Yau és mtsai, 2001). Ezt magas zsirtartalmu taplalkozassal illetve kronikus
stressz okozta tartos hiperglikémidval sem lehetett befolyasolni. Hasonldéan kedvezd
valtozast tapasztaltak a mdajban a glukokortikoid-fiiggd génexpresszidji enzimek
esetében is: a glukoneogenezis enzimeinek - fleg a foszfoenolpiruvat karboxikinadznak
- az expresszidja jelentdsen csokkent, a lipidoxidacid enzimeinek expresszidja viszont

jelentdsen fokozddott.

Poligénes metabolikus szindroma modell

Morton ¢és mtsai 2005-ben hoztak Iétre poligénes metabolikus szindromas
egereket. A ,fat” dallatok testének zsirtartalma 21%, a ,lean” allatoké 4%. A fat
allatokon metabolikus szindroma alakul ki inzulinrezisztenciaval, zsirméajjal ¢és
magasvérnyomassal. A fat allatokban a zsirszoveti 1-es tipust 11pB-hidroxiszteroid
dehidrogenaz aktivitas és a plazma glukokortikoidok szintje jelentdsen csokkent, mig a
hepatikus 11B-hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es tipusanak aktivitasa emelkedett. A
lean egéren kiviilrél adott glukokortikoidok és zsirokban gazdag taplalkozés ellenére

sem alakul ki metabolikus szindroma.
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11p-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1 aktivitas egyéb 2-es tipusu diabétesz modelleken

Goto-Kakizaki patkany

A Goto-Kakizaki patkdny a human 2-es tipusu diabétesz mellitusz modellje. Az
emberi 2-es tipusu diabétesz mellitusz 6sszes metabolikus, hormonalis és vaszkularis
rendellenességét fellelhetjiik rajta. Sok mas diabétesz modellallatttal ellentétben ez az
allat sovany. Eddig a 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipusanak miikodését ezen

a modellallaton nem vizsgaltak.

Zucker patkany

A Zucker fat patkdny a human metabolikus szindroma modellje. Kontrollja a
Zucker lean allat. Ismert, hogy a Zucker fat patkdny zsirszovetében a 11p-
hidroxiszteroid dehidrogendz enzim expresszidja fokozott, mig majaban csokkent.
Ennek a szdvetspecifikus expressziokiilonbségnek az oka, illetve szabalyozésa ezidaig
ismeretlen. Feltételezték inzulin, ndvekedési faktorok és citokinek szerepét ebben, de
pontosan igazolni egyiket sem sikeriilt (Livingstone €s mtsai, 2000, Tomlinson és mtsai,
2001). Az éallat hippokampuszdban is csokkent 11B-hidroxiszteroid dehidrogenédz 1
miikddést irtak le, ami feltehetden a human obezitadsban is tapasztalt hipotalamusz-
hipofizis-mellékvesekéreg tengely miikodésében tapasztalt eltérésekért felelds (Mattson

¢és mtsai, 2003).

Ob/ob eger

Az obezitds modellezésére hasznalt leptin deficiens, illetve rezisztens ob/ob

egéren a hepatikus 11p-hidroxiszteroid dehidrogendz 1 expresszidja csdkkent volt. (Liu

¢és mtsai, 2003)
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Db/db egér

A diabétesz modell db/db egéren a majbeli 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-
es tipusanak aktivitdsa emelkedett. Ezt fokozott glukokortokoid-receptor-expresszio,
emelkedett foszfoenol-piruvat-karboxikindz szint ¢s megnovekedett inzulinérzékenység

kiséri (Liu és mtsai, 2005).

KKAy egér

A KKAy egér poligénes 2-es tipusu diabétesz modell. A feln6tt Aallat
hiperglikémids, hiperinzulinémiés, gluko6z intolerancia jellemzi. Az egér majaban a 11p-
hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es tipusanak aktivitdsa és mRNS szintli expresszidja a

nem diabéteszes kontrollal 6sszehasonlitva csokkent (Alberts és mtsai, 2003).

A 11p-hidroxiszteroid dehidrogendaz I-es tipusanak szerepe az obezitis és a

metabolikus szindroma kialakulasaban emberben

Emberekben a szervezetben eléforduld 6sszes 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz
1-es tipus enzimaktivitast a vizelettel iiritett tetrahidrokortizol, illetve tetrahidrokortizon
arannyal lehet nyomon kovetni. Az enzim részvétele a metabolikus szindréma ¢és az
obezitds patogenezisében azonban nem pontosan tisztazott. TObb szerzd vizsgalta a
BMI ¢és a 11B-hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es tipus mukodése kozotti kapesolatot.
Egyes tanulmanyok obezitasban a reduktdz irdnyl miikodés fokozddasat (Rask és mtsai,
2002, Andrew ¢és mtsai, 1998, Tiosano és mtsai, 2003), masok csokkenését irjak le
(Rask és mtsai, 2001, Stewart és mtsai, 1999). Voltak, akik nem talaltak 6sszefiiggést a
BMI novekedés és az enzim miitkodése kozott (Fraser és mtsai, 1999, Csabi és mtsai,
2000, Reynolds és mtsai 2001).

A 11B-hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es tipus kiillonbozd szdveti enzimeinek
szerepét is vizsgaltdk az obezitds ¢és a metabolikus szindroma kialakuldsaban.

Feltételezték egyrészt a majbeli, masrészt a zsirszoveti enzim részvétét a folyamatban.
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A hepatikus 11f-hidroxiszteroid dehidrogendaz 1 szerepe

Emberben a mijbeli 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz  aktivitds a
testtomegindex novekedésével forditottan aranyos. Ennek hatterében valdsziniileg az
all, hogy az enzim aktivitisdnak csokkenése a hepatikus glukozprodukcio

csokkenésehez, ezaltal jobb inzulinérzékenységhez vezet (Rask és mtsai 2002).

A zsirszoveti 11[-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1 szerepe

Kovér testtomegii emberek zsirszovetébdl szarmazd szoveti homogenatumokban
a 11B-hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es tipusanak dehidrogendz aktivitdsa és mRNS
szintli expresszidja emelkedett volt a normdl testtdmegli emberekhez képest.
Ugyanakkor a mdajhoz hasonléan a reduktaz aktivitds forditott ardnyu valtozasat is
leirtdk a BMI novekedésével. Az az allitds tehat, hogy az abdominalis elhizas a
zsirszovet Cushing korja, az emelkedett 1-es tipust 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz
reduktaz aktivitas, illetve az emiatt emelkedett zsirszoveti kortizolkoncenracié miatt,
még tovabbi megerdsitésre szorul.

Ami biztosan igaz, hogy kovér emberekben a cseplesz zsirsejteiben mért 1-es
tipustt 11B-hidroxiszteroid dehidrogendz aktivitds a szubkutdn zsirszovethez képest

emelkedett (Mariniello és mtsai, 2006).
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Hexoz-6-foszfat dehidrogenadz

A 11p-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipus miikodésének iranya -reduktaz vagy

dehidrogenaz?

A 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipus mikodésének iranyat, azaz azt,
hogy az enzim reduktdzként vagy dehidrogendzként miikddik, a kofaktorellatottsaga
szabja meg. NADPH jelenlétében az enzim reduktazként, hianyaban dehidrogenazként
miikodik. Az enzim mikodéséhez sziikséges NADPH ellatast az endoplazmas retikulum
lumenében miikodé hexdz-6-foszfat dehidrogenaz biztositja. Tehat a hexdz-6-foszfat
dehidrogendz expresszidja, illetve aktivitdsa az adott sejtben donté mértékben
meghatdrozza a 11B-hidroxiszteroid dehidrogendz enzim mikddésének irdnyat.

(Banhegyi és mtsai, 2004)

Biokémiai sajatosagok

Az endoplazmas retikulum hexo6z-6-foszfat dehidrogenaz enzime a citoszol
gluko6z-6-foszfat dehidrogendz enzimének intraluminalis megfeleldje, bar attél szamos
tulajdonsagéaban eltér.

A hex6z-6-foszfat dehidrogendz enzimaktivitds az endoplazmas retikulumban
latens, ami azt jelenti, hogy az enzim aktiv centruma intraluminalisan helyezkedik el.
(Romanelli és mtsai, 1994, Hori és mtsai, 1974, Barash ¢s mtsai, 1990, Tanahashi és
mtsai, 1980). Mig a citoplazmatikus glukdz-6-foszfat dehidrogendz egyetlen
szubsztratja a glukdz-6-foszfat, az intralumindlis hexd6z-6-foszfat dehidrogendz a
glukoz-6-foszfaton kiviil a galakt6z-6-foszfatot, ezen kiviil mas hex6z-6-foszfatokat (pl.
2-dezoxigluk6z-6-foszfat), valamint egyszerti cukrokat (pl. glukoz) is képes oxidalni
(Romanelli és mtsai, 1994, Beutler és mtsai, 1967). In vitro az enzim kofaktor-
specificitasa is kettds: miikodéséhez NAD -ot és NADP'-t egyarant képes hasznélni
(Kulkarni et al, 1982). Fiziologias szubsztratja azonban a glukéz-6-foszfat, a tobbi
lehetséges szubsztrat szdmdara ugyanis az endoplazmas retikulum membranja
impermedbilis. A gluk6z-6-foszfat bejutisat a lumenbe az endoplazmas retikulum

membranjanak gluko6z-6-foszfat transzportere biztositja (van Schaftingen és mitsai,
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2002, Chou és mtsai, 2002). A hexoz-6-foszfat dehidrogenaz fiziologias kofaktora, a
NADP".

A hex06z-6-foszfat dehidrogendz bifunkciondlis enzim, a pentoz-foszfat ciklus
elsd két l1épését (tehat a glukdz-6-foszfat oxidacidjat 6-foszfoglukonolaktonnd, majd
ennek tovabbi atalakulasat 6-foszfoglukonattd) katalizalja (Bublitz és mtsai, 1988).
Rendelkezik tehdt a hexo6z-6-foszfat dehidrogenaz  aktivitdson  kivil 6-
foszfoglukonolaktonaz aktivitassal is (Collard és mtsai, 1999). A foszfoglukonolaktonaz
aktivitdst genetikai uton ¢és biokémiai tUton, egérbdl szdrmazd hexdz-6-foszfat
dehidrogendz enzim tisztitdsaval egyarant igazoltadk (Mason és mtsai, 1999). Az enzim
pH optimuma a citoszélbeli 6-foszfoglukonolaktondz enzimhez hasonlénak bizonyult.
Az endoplazmaés retikulumban mérhetd 6-foszfoglukonolaktondz aktivitas a citoszolban
miik6dé hasonldé enzimnél hdélabilisabb. Az emberi hexo6z-6-foszfat dehidrogenaz
enzimrdl hasonl6 6-foszfoglukonolaktonaz aktivitast egyértelmiien igazolni ezidaig nem
sikeriilt. Annyi bizonyitott, hogy a human hexo6z-6-foszfat dehidrogenaz enzim a
ragcsalokéval nagyfokli szekvenciahomoldgiat mutat, igy varhatd, hogy az emberi
enzimroél is bebizonyosodik elobb-utobb ez a masodik enzimaktivitds (Clarke és mtsai,
2003).

A hexo6z-6-foszfat dehidrogenaz enzim Michaelis-Menten modell szerinti
enzimkinetikai leirasa is ismert: Ky értéke NADP -re nézve 2,61 x 10° M, gluk6z-6-
foszfatra nézve 4,93x10° M, 2-dezoxi-gluk6z-6-foszfatra nézve pedig 2,14x10* M

(Kimura és mtsai, 1979).

Genetika

A hexo6z-6-foszfat dehidrogendz enzim autoszOémalisan 0roklédd, az
endoplazmas retikulumban elhelyezkedd enzim. Kiilonbozik a citoszol glukdz-6-foszfat
dehidrogendz enzimétdl, ennek O6roklédése ugyanis nemhez kotott (Hewitt és mtsai,
2005).

Az emberi hexo6z-6-foszfat dehidrogendz cDNS és gén klonozasa, illetve
identifikalasa a nytl hexdz-6-foszfat dehidrogenaz fehérje szekvenaldsa segitségével

valosulhatott meg (Mason és mtsai, 1999). Az emberi hexdz-6-foszfat dehidrogendz gén

33



az 1. kromoszoma révid karjan helyezkedik el (1p36), hossza 37 kb, 5 exont €s 4 intront
tartalmaz. Egy 89 kDa-os fehérjét ir le, ennek tobb mint felét az 5. exon kodolja.
A réagcsalok hex6z-6-foszfat dehidrogenaz génje a 4. kromoszéman helyezkedik

el, szintén egy 89 kDa-os 789 aminosavbdl allo fehérjét kodol.

A transzkripcio és a transzlacio szabdlyozasa

crer

szabalyozasa ezidaig kevéssé ismert. Régebben, a 60-as években sziiletett eredmények
szerint a hexdz-6-foszfat dehidrogendz szint ndstény egerekben magasabb, mint
himekben, ami feltételezte, hogy az enzim miikodése esetleg hormonalis szabalyozas
alatt all. Az enzim szintjének valtozasa azonban terhességgel, szoptatassal nem mutatott
Osszefiiggést (Shaw ¢és mtsai, 1968). Sziiletés eldtt a hexdz-6-foszfat dehidrogenaz
aktivitds fokozodik, a felndttkori értékre a harmincadik postpartum napon tér vissza
(Mandula ¢és mtsai, 1970). Patkdny majban pedig az enzim aktivitdsa fenobarbitéllal

indukalhat6 (Hori és mtsai, 1974)

A hexoz-6-foszfat dehidrogendz fehérje

A hex6z-6-foszfat dehidrogendz enzim aminosav szekvenciajat eldszor a nyul
maj mikroszomaban taldlhatd izoenzimbdl hataroztak meg. Errél azonban hamarosan
kidertilt, hogy ez a szekvencia csak a nyul hex6z-6-foszfat dehidrogenézra jellemzd. Ez
a fehérje 90 kDa-os ¢és 763 aminosavat kddol. Ehhez képest a citoszol gluk6z-6-foszfat
dehidrogenazanak molekulatomege 89 kDa, éppligy, mint a humdan intraluminalis
enzime.

A nyul hexo6z-6-foszfat dehidrogenazrol tudjuk még, hogy a 138. és 263.
pozicidban levd Asn-hoz szénhidratlanc kapcsolodik. Ez felelds az enzim aktiv
retikulum retencos szignalt €s transzmembran domént az enzimfehérje nem tartalmaz. A
fehérje N-terminalis régidja a citoszol glukdz-6-foszfat dehidrogendzaval nagyfoku
homologiat mutat. Mindkét enzimen szinte azonos szerkezetli koenzimko6td hely és
gluk6z-6-foszfat kothely taldlhatd. A C-termindlis rész homoldgiat mutat egy

bakterialis fehérjével (devB), valamint két Plasmodium faj glukdz-6-foszfat
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crer

foszfoglukonat dehidrogenazzal. (Ozols, 1993)

A hexoz-6-foszfat dehidrogenaz és a 11f-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipusdanak

egyiittmiikodése

Kolokalizacio az endoplazmas retikulum lumenében

HEK-293 sejtek konfokalis mikroszkdpos analizisével igazoltak, hogy mind a
11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipusdnak, mind a hex6z-6-foszfat
dehidrogendznak az aktiv centruma az endoplazmas retikulumban intraluminalisan
helyezkedik el (Atanasov és mtsai, 2004). Ezt igazolja az a tény is, hogy mindkét enzim
aktivitasa latens, azaz kofaktoruk szdmara az endoplazmas retikulum membranja nem
permedbilis, igy a membran permeabilizdldsa utan enzimaktivitdsukban a
permeabilizalas eldttihez képest jelentds novekedés tapasztalhaté (Banhegyi és mtsai,

2004).

Biokemiai bizonyiték - a glukoz-6-foszfat transzporter-hexoz-6-foszfat dehidrogendz-

1-es tipusu 11[-hidroxiszteroid dehidrogenaz rendszer

Az eldbbiekben ismertetett kompetitiv gatloszereken kiviil az 1-es tipusa 118-
hidroxiszteroid dehidrogenaz enzim miikddésének befolydsoldsira lehetdséget nyujt
kofaktor-ellatottsaganak valtoztatasa is. Az elObbiekben lathattuk, hogy az enzim
reduktaz miikodéséhez NADPH kofaktor sziikséges. Régota ismert, hogy a hexdz-6-
foszfat dehidrogendz miikodése soran NADPH-t termel, amit mdas enzimek
miikodésiikhoz felhasznéalhatnak.

A két mikroszomalis enzim, a hex6z-6-foszfat dehidrogenaz, illetve a 11pB-
hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipusa egymassal funkcionalis kapcsolatban all. A
hex6z-6-foszfat dehidrogenaz stimulaciora bekovetkezd kortizoltermelést, illetve a 11-

hidroxiszteroid dehidrogenaz stimulaciéra fokozodé glukoz-6-foszfat oxidaciot patkany
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majsejt endoplazmas retikulumdban, mikroszomalis vezikuldkon igazoltdk (Banhegyi és
mtsai, 2004).

A hex06z-6-foszfat dehidrogenaz miikodése soran termel6édé NADPH-t a 1183-
hidroxiszteroid dehidrogendz enzim 1-es tipusa haszndlja fel, és kdzben ugyanez
forditva is megvaldsul: az 1-es tipust 11fB-hidroxiszteroid dehidrogenaz miikddése
soran képz6dé NADP' pedig a hex6z-6-foszfat dehidrogenaz kofaktorellatasat biztositja
(4. abra).

A 11B-hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es tipusanak aktivitasa ugyanis glukdz-6-
foszfat adasara jelentdsen emelkedett. Ha azonban az endoplazmas retikulum
membranjaban elhelyezkedd glukoz-6-foszfat transzportert specifikus gatloszerével, az
S3483-mal gatoltak, a glukdz-6-foszfat hozzdadasa a kortizon reduktiz aktivitdst nem
befolyasolta. Ha a mikroszomékhoz gluk6zamin-6-foszfatot adtak, ami a hexdz-6-
fosztat dehidrogenaznak szubsztratja, de a gluk6z-6-foszfat transzporteren at nem képes
atjutni, szintén nem befolyasolta a 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipusat. A
mikroszomalis, NAD" kofaktorral miikodd glukéz-dehidrogenaz enzim (Bublitz és
mtsai, 1988) szubsztratja, a glukéz a kortizon reduktdz aktivitdst szintén nem
befolyasolta.

A rendszerhez adott kortizon a glukdz-6-foszfatbol képzédd metabolitok
intralumindlis akkumuléciojat fokozta, ami a hex6z-6-foszfat dehidrogendz
aktivitasanak novekedésére utal. A kortizon koncentraciofiiggdé modon fokozta az
enzimaktivitast. A glukdz-6-foszfat transzporter gatlo S3483, ahogy az az eldbbiek
alapjan varhat6 volt, a radioaktivitas csOkkenéséhez vezetett kortizon jelenlétében és
hianyaban egyarant.

A mikroszomalis NADP'/NADPH redox ciklusra a két enzim egyiittes
miikddése hatast gyakorol: kortizon jelenlétében a NADPH képzddés a hex6z-6-foszfat
dehidrogenaz mikodése kovetkeztében csokkent.

A gluko6z-6-foszfat fiiggd kortizon reduktiz aktivitas, illetve a kortizon-fiiggd
intraluminalis  gluk6z-6-foszfat ekvivalens radioaktivitds sztochiometridjat is
kiszamitottak. Ez 3-4:1-nek adoédott a Kkortizolképzddés javara. Ezt egyrészt az
magyarazza, hogy a NADPH-t a pentoz-foszfat ciklus madasodik enzime, a 6-

foszfoglukonat dehidrogenaz is termeli, masrészt pedig a pentdz foszfat ciklus szdmos
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intermedierjére nézve az endoplazmas retikulum membranja permedbilis, ami az
intraluminalis radioaktivitas csokkenését okozhatja.

Igy az elébbick soran ismertetett, a 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz enzim 1-es
tipusanak miikddési zavaraival 6sszefliggd betegségek kialakuldsdban a hex6z-6-foszfat
dehidrogenaz is szerepet jatszhat.

Ezen betegségek, kiilondsen a metabolikus X szindroma kezelésében egy
lehetséges terapias célpont lehetne az endoplazmas retikulum membréanjanak gluko6z-6-
foszfat transzportere (5. dbra), melynek gatlészerei egyrészt a vércukorszintet
csokkentik a glukdz-6-foszfatdz szubsztratellatasanak csokkentésével, masrészt a 11f3-
hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipusdnak eldbb ismertetett, indirekt uton torténd

gatlasaval. (Banhegyi és mtsai, 2004)

Gluk6z-6-foszfat i
ENDOPLAZMAS RETIKULUM

Glukéz-6<foszfat
transZporter  Glukoz-6-foszfat 6-foszfoglukonat \

\_/‘

Hex6z-6-foszf4t dehidrogendz Pent6z-foszfa
ciklus...

/_\
NADP* NADPH

v

118 hidroxiszteroid deh@

—_ T

kortizon kortizol

4. abra: A hexoz-6-foszfat dehidrogendz és a 11[-hidroxiszteroid dehidrogendz enzimek

egylittmitkodése az endoplazmas retikulumban kofaktorellatottsagukon alapul.
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Glukéz-6-foszfat  $3483 i
\ % ENDOPLAZMAS RETIKULUM

Glukéz-6<foszfat
transZporter Glukéz-6-foszfét* 6-foszfoglukonat \

Hex6z-6-foszfat dehidrogenaz Pen téz -foszfa
ciklus...

—

NADP* NADPHY

v

118 hidroxiszteroid deh@

//_\.

kortizon kortizol *

| Metabolikus X szindrdmaval jar6 anyagcsereelvaltozasok mérsékiédnek |

5. abra: A glukoz-6-foszfat transzporter gatlasa az intracellularis kortizolkoncentracio

csokkentése révén a metabolikus X szindroma terapias célpontja lehetne

Genetikai bizonyitékok

Kortizon reduktaz hiany-policisztas ovarium szindroma

A 11B-hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es tipusdnak és a hexo6z-6-foszfat
dehidrogenaz egyiittmiikodését az a tény is aladtdmasztja, hogy a két enzim génjének
egyiittes mutacidja kortizon reduktaz hianyt eredményez, ami klinikailag a policisztas
ovarium szindroma kialakuldsdban manifesztalédik (Draper és mtsai, 2003). A teljes
kortizon reduktdz hidny nagyon ritka, a két enzim génjének bizonyos gyakori
polimorfizmusai azonban ndkben a policisztds ovarium szindroma kialakuldsanak

veszélyét hordozhatjak (White, 2005).

38



Hexoz-6-foszfat dehidrogenaz knockout eger

A hex6z-6-foszfat dehidrogendz knockout egérben a 11B-hidroxiszteroid
dehidrogendz 1 enzimaktivitds megfordulasat tapasztaltdk: a fiziologidsan reduktaz
iranyba mikddé enzim ezeknek az allatoknak a méajaban dehidrogendz iranyba
mukodik. Ennek oka, hogy mivel a hexdz-6-foszfat dehidrogenaz aktivitas teljesen
hianyzik, a 11p-hidroxiszteroid dehidrogendz miikodéséhez sziikséges NADPH-t igy

nem termeli (Lavery és mtsai, 20006).

A két enzim génjének koexpresszioja emlds sejtben

Hex06z-6-foszfat dehidrogenazt és a 11B-hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es
tipusat koexpresszal6 HEK-293 és CHO sejtekben az 1-es tipusu 11B-hidroxiszteroid
dehidrogenaz reduktaz aktivitasdnak fokozodasat irtdk le (Atanasov €s mtsai, 2004,
Bujalska és mtsai, 2005). Ha a sejteket a citoszolbeli gluk6z-6-foszfat dehidrogendzzal
transzfektaltak, az enzim reduktdz iranyd mikddése nem fokozodott. Ez az eredmény
igazolja, hogy a NADPH ugyanabban a kompartimentumban, azaz az endoplazmas

retikulum lumenében termelddik (White és mtsai, 2007).

Uj terdpids lehetéségek a metabolikus szindroma kezelésére - a 11B-hidroxiszteroid

dehidrogenaz 1-es tipusanak gatloszerei

Nem szelektiv gatloszerek

A 11B-hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es tipusanak gatloszereit két csoportba
sorolhatjuk: ismertek olyan anyagok, melyek aspecifikus inhibitorok, azaz a 11pB-
hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es tipusan kiviil a 2-es tipust is gatoljak. Ezen
vegyiiletek terapias felhasznalasanak gétat szab, hogy a 2-es tipust izoenzim fiziologias,
pl. a glicirretinsav, a karbenoxolon, az alkohol, a bioflavonoidok, a triterpén-
szarmazékok, egyes polifenolok, a grapefruit juice ¢és a tea, valamint a gossypol (Hult és

mtsai, 1998, Valentino és mtsai, 2003, Zhang ¢s Wang, 1997).

39



A nem szelektiv gatloszerek hatasai

Karbenoxolon

A karbenoxolon az enzim reduktaz aktivitasat gatolja. Szadmos tanulmany
foglalkozott a nem szelektiv gatloszerek koziil a karbenoxolon jotékony hatasaval a
human metabolikus X szindréma és a 2-es tipust diabétesz mellitusz esetén, mivel
egyrészt csokkenti a vércukorszintet, masrészt az inzulinérzékenységet fokozza. A szer
hatasat metabolikus szindromat modellez transzgén allatokon is vizsgaltak.

Livingstone ¢s Walker kovér és sovany Zucker patkanyokon vizsgalta a
karbenoxolon hatdsat. A karbenoxolon a kovér allatokban a méjban gatolta, mig az
inzulin célszerveiben, azaz a vazizomban és a zsirszovetben a 11B-hidroxiszteroid
dehidrogenaz 1-es tipusat nem befolyasolta. Ennek megfelelden az inzulinérzékenységet
nem befolyasolta ugyan, de egy kardiovaszkularis rizikd6 szempontjabol kedvezdébb
lipidprofilt alakitott ki (alacsony triglicerid és magas LDL koleszterinszint). Sovany
allatokon a karbenoxolon az el6bbieknek megfeleléen szovetspecifikus géatld hatést
okozott, &m az elébbi lipidprofil-valtozasok a hat napos karbenoxolon kezelés hatdsara
nem kovetkeztek be. Megfigyelték tovabba, hogy a kovér Zucker patkdnyon a
hipotalamusz-hipofizis—mellékvesekéreg fokozott aktivalhatosagat is csokkentette.
Ennek hatterében azonban inkdbb a vesében expresszaloddo 11BHSD2 gatlasat
feltételezik.

2-es tipusu diabéteszes betegek hét napos karbenoxolon kezelése a hepatikus
glukézprodukcidt csokkentette, a méajbeli inzulinérzékenységet pedig fokozta.
Egészséges emberekben azonban az eldbbi paramétereket nem befolyasolja, viszont az

Osszkoleszterin-szintet csokkenti (Walker €s mtsai, 1995; Andrews és mtsai, 2003).
Glicirretinsav
A masik igen alaposan vizsgalt vegyiilet a glicirretinsav, ami az enzim oxidativ

hatasat gatolja. Igy a lokélis szteroidkoncentracié emelése révén autoimmun betegségek

kivédésében jatszhat szerepet. Ezt a human systemas lupus erythematosus modelljeként
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hasznalt MRL 1pr egértdrzs esetében irtdk le: a glicirretinsav a systemas lupus

erythematosus progressziojat késlelteti (Horigome €s mtsai, 2001).

Szelektiv gatloszerek

Az 1-es tipus szelektiv gatlasanak szamos lehetséges terapias kovetkezménye
miatt rengeteg kiilonbozé kutatast végeztek ilyen vegyliletek irdnydba. A
kenodezoxikolsav a 11B-hidroxiszteroid dehidrogendz szelektiv gatldja, de a szer
hatékonysaga igen alacsony (Diedrich és mtsai, 2000). Ujabb generéacios, az elébbinél
joval hatékonyabb gatloszercsoport az arilszulfonamidotiazolok (Barf és mtsai, 2002).
Adipocitdkban kimutattdk, hogy az orélis antidiabetikumként hasznalt tiazolidindionok
hatdsmechanizmusdban is szerepet jatszhat a 11pB-hidroxiszteroid dehidrogenazra
gyakorolt gatld hatasa (Berger és mtsai, 2001). A koleszterinszint csokkentoként ismert
fenofibrat szintén rendelkezik 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz-gatld hatassal, human
majsejt kulturdkban (Hermanowsky-Vosatka és mtsai, 2000). Az enzim ujabban leirt
szelektiv gatloszerei még a zearalenon, a flavonon, a metiljazmonat, a dibenzoil-metén,

a BVT.2733 és a naringenin is. A flavonon a jov6 egyik igéretes antidiabetikuma lehet.

A 11p-hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es tipus szelektiv gatlasanak hatdsa a

hiperglikémias és hiperinzulinémias egértorzsek szénhidrat-haztartasara

A BVT. 2733 szelektiv gatloszerrdl leirtdk, hogy a hiperglikémids KKAy
méajban expresszalodo foszfoenol-piruvat karboxikindz mRNS szintet. A vércukorszint
¢és a szérum inzulinkoncentracié hasonlé csokkenését figyelték meg az ob/ob, illetve a
db/db egértorzsekben is. A BVT. 2733 kezelés hatasara a normal egérben vércukorszint
csokkenést nem tapasztaltak.

A vércukorszinttel pdrhuzamosan valtozik az egerek taplalkozasi magatartasa is:
a 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz gatlasa a taplalékkeresé magatartas fokozddasahoz,
¢s hyperphagidhoz vezet, hiszen emberhez hasonloan az ¢hségérzet kialakulasaban is a

glukokortikoidok jatszanak szerepet.
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Mind egészséges, mind hiperglikémias €s hiperinzulinémias egerek esetén a
11B-hidroxiszteroid dehidrogenéaz 1-es tipusanak szelektiv gatlasa az inzulinrezisztencia
jelentds csokkenését idézte eld, amit oralis glukdéz tolerancia teszttel is igazoltak.

(Alberts és mtsai, 2002)

A 11p-hidroxiszteroid dehidrogendz I-es tipus szelektiv gatlasanak hatdsa a szérum

lipidek szintjére

A BVT.2733 szelektiv gatloszer adasakor az allatok szérum koleszterin,
triglicerid és szabad zsirsav szintjében is jelentds csokkenést tapasztaltak. Ezért a
hatasért feltehetden az a felelds, hogy az enzim gatlasa révén bekovetkezd
kortizolkoncenréacio csokkenés a lipolizis enzimeinek csokkent aktivitdsat vonja maga
utan (Andrews és mtsai, 2003). A 11pB-hidroxiszteroid dehidrogenaz overexpresszalt
egerekben tapasztalt emelkedett zsirszoveti kortikoszteron szint okozta lipopropein-
lipdz mRNS, illetve szérum szabadzsirsav emelkedésnek szintén ez az oka (Masuzaki és

mtsai, 2001).

Természetes gatloszerek

In vitro kisérletekben igazoltak, hogy a novekedési hormon onmagiban nem,
mig az IGF-1 a 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz enzim 1-es tipusat gatolja (Moore ¢és
mtsai, 1999). Hasonld6 eredményre jutottak kiilonb6z6, a novekedési hormon
termelddésével kapcsolatos betegségekben szenvedd betegek vizsgalataval is. A
novekedési hormon hidnyban fellépd akromegalia, obezitds, inzulinrezisztencia és
osteopenia kialakuldsdban feltehetéen a 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es
izoenzime jatszik szerepet (Bengtsson és mtsai, 1989; Sacca €s mtsai, 1994). A betegek
vizeletének kortizon/kortizol metabolit ardnya akromegalidban csokkent, hipofizedlis
novekedési hormon hidnyban pedig emelkedett. Az akromegalidban tapasztalt
csokkenés a novekedési hormont termeld gdc sebészi kiirtdsaval, illetve novekedési
hormon receptor antagonistakkal, valamint szomatosztatinnal korrigalhatd volt (Moore

¢s mtsai, 1999; Trainer és mtsai, 2001) . A ndvekedési hormon hidnyban tapasztalt
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vizelet kortizon/kortizolmetabolit ardnynovekedés pedig pedig hormonpotlasra

normalizalodott.
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Az endoplazmas retikulum

Az endoplazmas retikulum a citoszdlban talalhato hal6zatos membranrendszer
(Palade, 1956). Az endoplazmés retikulum, belsd, zart része, a lumen, a teljes sejt
térfogatanak csaknem 10%-at adja. Szamos metabolikus folyamat helye az ER lumen,
mint példaul a szénhidrat ¢és szteroidanyagcsere egyes folyamatai, egyes
biotranszformacids reakciok. A szekrécids fehérjék szintézise ¢és az azt kovetd
poszttranszlacios modositasok inkabb a durva felszinli endoplazmas retikulumban, mig
a tobbi folyamat inkabb a sima felszinti endoplazmas retikulumban zajlik. Ezekhez az
anyagcserefolyamatokhoz  sziikséges enzimek kofaktor-€s szubsztratellatasukat
altaldban a citoszolbol kapjéak, termékeiket pedig ide adjak le (Benedetti és mtsai, 2005).

Emiatt az endoplazmas retikulum membranjan at szamos transzportfolyamat
zajlik. Aktiv transzporttal jut 4t a membranon a kalcium (Ca*"-ATP4z (SERCA)) és a
protonok (H+-ATPaz). A kélcium ioncsatornakon keresztiil is atlépheti a membrant
(IP3-receptor kalcium csatorrna, ryanodin receptor). Az endoplazmas retikulum
membranjaban szdmos uniporter is taldlhaté (a glukéz, a glukdéz-6-foszfat, az
anorganikus foszfat, a pirofoszfat, a glutation, a dehidroaszkorbat és kisebb
glukuronidok szamara). Antiportert az ATP, egyes nukleotid-cukrok ¢és a nagyobb
glukuronidok hasznalnak (Hirschberg és mtsai, 1998, Abeijon és mtsai, 1997, Lin és
mtsai, 2000, Marcolongo és mtsai, 1998, Banhegyi és mtsai, 1996, Corbett és mtsai,
2000).

Biokémiai szempontbol az ER lumen szamos paraméterében eltér a citoszoltol.
A citoszolhoz képest az ionizalt Ca®" koncentricidja az endoplazmés retikulum
lumenében négy nagysagrenddel magasabb (Meldolesi €s mtsai, 1998), tovabba a
redukalt glutation (GSH) és a glutation diszulfid (GSSG) arany kb. szazadrésze a
citoszolénak (Hwang ¢és mtsai, 1992). Aszkorbat esetében a koncentracié a lumenben
egy nagysagrenddel magasabb. Az endoplazmds retikulum lumene a citoszdélnal
savasabb pH-ju, valamint eltér a két szubcellularis kompartimentum redox potencialja
is.

A sejten beliili kompartimentumok fiziologias redox allapotdnak fenntartdsaban,

illetve az egyes sejtalkotok ¢€s a citoszol kozotti transzmembran redoxpotencial
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fenntartasaban fizioldgias redox pufferek, (a tovabbiakban redox rendszerek) jatszanak

szerepet.

Redoxpotencidal és redox rendszerek az endoplazmas retikulumban

Redukalt glutation és glutation-diszulfid

Egy szubcelluldris kompartimentum redox potencidljanak a jelentdsége az, hogy
megszabja a kompartimentumban zajlé redoxreakciok iranyat. Az endoplazmas
retikulum legfontosabb és ezidadig leginkdbb vizsgalt redox tényezdje a redukalt
glutation és a glutation-diszulfid (GSH/GSSG) altal alkotott rendszer. A citoszol és az
endoplazmas retikulum kozott az egyik legfontosabb eltérés, hogy az intraluminalis
tiolok (a glutation és a protein tiolok egyarant) joval oxidaltabb formaban vannak jelen.
Ismert ugyanis, hogy a citoszolban a redukalt és oxidalt glutation ardnya 100:1, mig az
endoplazmas retikulumban ez az ardny minddssze 1-2:1 (Hwang ¢és mtsai, 1992). Az
endoplazmas retikulum lumenének teljes glutation koncentracidja 6-10 mM kortili
tovabba, hogy az ER lumenben taldlhato glutation fele az ott levd rezidens, illetve
kiilonb6z6 szekrécios fehérjékkel alkotott kevert diszulfid forméjadban van jelen. (Bass
¢és mtsai, 2004).

A redukalt glutation és glutation diszulfid koncentraciok alapjan a citoszol redox
potencialja -0,24 V-nak, mig az endoplazmas retikulum lumenének redox potencialja -
0,18 V-nak adodik.

Régebben ugy gondoltak, hogy az elébb emlitett oxidalo kornyezet kialakitasaért
elsdsorban az a felelds, hogy a glutation oxidalt formdjanak transzportja az endoplazmas
retikulum lumenébe elsObbséget ¢lvez a redukalt forméaval szemben. Felmeriilt az a
lehetdség is, miszerint a redukalt glutation endoplazmés retikulumbol torténd
kisramlasa a felelés. (Hwang és mtsai, 1992). Ujabb eredmények alapjan az
endoplazmas retikulum membranjan 4t inkabb a glutation redukalt formaja
transzportalddik, az intralumindlis oxidativ kornyezet kialakitasaért ennek oxidacidja

felelds. A redukalt glutation oxidalédhat a dehidroaszkorbat GSH-fliggd redukcioja
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kapcsan, valamint a protein diszulfid izomeraz altal katalizalt reakcidban és szamos
egyéb helyi enzim mukodése kovetkeztében is (Banhegyi és mtsai, 1999).

Mas kozlemények szerint az oxidativ kornyezet kialakitasdért egyes, az
endoplazmas retikulum Iumenében ¢és membranjaban lokalizalt enzimek tehetdk
feleldssé, melyek miikddése soran reaktiv oxigén szabadgyokok képzddnek. Ilyen, az
irodalomban leirt enzimek a citokrom P450 enzimcsalad egyes tagjai, a NADPH
citokrom P450 reduktdz, a gulonolakton oxiddz, a NADPH oxidaz, stb. (Puskas és
mtsai, 1998; Ziegler és mtsai,1998; Issacs ¢és mtsai,1987; Janolino és mtsai, 1987;
Vermeer, 1990; Minotti és mtsai,1991).

Jelenlegi ismereteink szerint az endoplazmas retikulumban zajlo oxidativ protein
folding felelés leginkabb az oxidativ koérnyezet kialakitasaért. Az endoplazmas
retikulumban egy elektrontranszfer-lanc végzi a cisztein tiolok folyamatos oxidacigjat,
ennek els6 tagja a protein diszulfid izomeraz (PDI) enzim. Az elektrontranszfer lanc a
tiolokrdl a végsd elektronakceptor oxigén felé szallitja az elektronokat, fehérjékbdl
(PDI, Ero-Ls fehérje és analdgjai) és kis molekulatomegli redox-aktiv anyagokbdl all
(Bardwell, 2002, Tu és mtsai, 2000, Frand és mtsai, 2000, Debarbicux ¢s Beckwith,
1999, Fassio és Sitia, 2002). A fehérjék mellett igazoltak a glutation-diszulfid (Hwang
¢s mtsai, 1992), aszkorbinsav (Csala és mtsai, 1999), K-vitamin (Soute ¢s mtsai, 1992),
az E-vitamin (Csala és mtsai, 2001) és a FAD (Varsanyi és mtsai, 2003) szerepét az
elektronszallitasban.

A GSH/GSSG rendszer szerepe az oxidativ protein foldingban a folyamatos
miuikdodéshez sziikséges redoxpotencial bealitdsan keresztiil is megvaldsul. A lumen
glutation utanpotlasa az endoplazmas retikulum membranjan keresztiili facilitalt GSH

transzport révén valdsul meg.

Aszkorbat és dehidroaszkorbat

Az endoplazmas retikulum lumenére jellemz6 oxidativ kornyezet fenntartasaban
az aszkorbat/dehidroaszkorbat pufferrendszer is fontos szerepet jatszik. A
dehidroaszkorbat az ER membranon &t transzportalodik (Banhegyi €s mtsai, 1998) Az
endoplazmas retikulum lumenében feltehetden enzimatikus és nem enzimatikus

dehidroaszkorbat redukciok egyarant szerepet jatszanak az inralumindlis aszkorbat
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crcr

1994). A citoszol igen alacsony dehidroaszkorbat koncentracidja a citoszélban uralkodd
redukalé kornyezetnek, illetve az itt mikdodd dehidroaszkorbat reduktazok

mukodésének koszonhetd.

FAD

Intralumindlis oxidativ hatdst a FAD esetében is leirtak. A FAD szintén atjut az
endoplazmas retikulum membranjan és felhalmozodik az endoplazmas retikulum
lumenében. Elbésegiti a mikroszomalis protein tiol oxidacidét €és szerepet jatszik az
intraluminalis glukdz-6-foszfat oxidacioban, feltehetden a hexdz-6-foszfat dehidrogenaz

altal termelt NADPH folyamatos visszaoxidéalasa révén (Varsanyi és mtsai, 2003).

Piridinnukleotidok: NAD(P)" és NAD(P)H

Az elébbiek alapjan ugy tlinhet, hogy az endoplazmas retikulum lumene tisztan
oxidativ hatdsu kozeg. Azonban szamos olyan intralumindlis reakciot ismeriink,
amelyek redukalé hatasti anyagokat jelenlétét igénylik. Ilyen reakciok példaul a
diszulfidhidak izomerizacidja (Molteni és mtsai, 1997), a K-vitamin ciklus 1épései
(Soute és mtsai, 1992), egyes endogén ¢€s exogén ketonok és aldehidek lebontasaért
felelés biotranszformacios folyamatok (Bannenberg és mtsai, 2003). Ezek kozott
redukalt piridinnukleotidok felhasznélasaval jar6d reakcidk is vannak. A GSH/GSSG
aranybol szamitott redoxpotencial alapjan az endoplazmés retikulum lumenében a
NADP/NADPH arany kb. 10'°—nek adodna, azaz az oxidalt alak dominalna.

Az intraluminalis f6 NADPH termel6 enzim, igy a lumenben talalhato NADPH
készlet fO forrasa is a hex6z-6-foszfat dehidrogenaz, mely a gluk6z-6-foszfat oxidalasa
révén termel NADPH-t (Clarke és mtsai, 2003). Intraluminalis NADPH fiiggd
oxidoreduktaz a 11pB-hidroxiszteroid dehidrogenaz enzim 1-es tipusa is. Habar az enzim
oxidaz és reduktdz iranyba is képes mitkodni, miikodésének irdnyat kofaktorellatottsaga
hatdrozza meg. In vivo tudjuk, hogy az enzim mikddése reduktdz iranyu, ami az
endoplazmas retikulum lumenében szintén féleg redukalt allapota piridinnukleotidok

jelenlétét feltételezi.
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111, Célkitiizések

A genetikai ¢és biokémiai uton mar igazolt egylittmiikodés a 11B-hidroxiszteroid
dehidrogendz 1-es tipus és a hexdz-6-foszfat dehidrogenaz kozott ujabb bizonyitéka
lehet egy kdzosen hasznalt piridinnukleotid pool az endoplazmas retikulum lumenében.
Az intraluminalis piridinnukleotidok Osszetétele és redox allapota az endoplazmas
retikulum lumenében eziddig ismeretlen volt. Az endoplazmas retikulum
redoxpotencidljat az eddig ismert luminalis redox komponensek alapjan inkabb
oxidativnak gondoltdk, azonban az endoplazmas retikulum lumenében szamos olyan
reakci6 is ismert volt, ami redukalt koenzimek jelenlétét feltételezi.

Feltételeztilk, hogy a két intralumindlis enzim, a 11B-hidroxiszteroid
dehidrogendz 1-es tipus és a hexdz-6-foszfat dehidrogendz enzim egyiittmiikodésének
alapja egy kozosen hasznalt piridinnukleotid pool. Célunk egyrészt a két enzim
egyiittmiikodésének, masrészt az endoplazmas retikulum redox viszonyainak pontosabb
megértése érdekében az endoplazmas retikulumbdl szarmazdé mikroszoma frakcid
piridinnukleotid pooljanak meghatarozasa volt. Méréseink alapjan szerettiink volna az
intraluminalis piridinnukleotid koncentracié nagysagrendjére kovetkeztetni, illetve ezek
alapjan a NAD(P) /NAD(P)H aranyt kiszamitani. Ez lehetséget nyujt az intraluminalis
redoxpotencial szamitasara a NADP'/NADPH redox rendszer komponensei alapjan.
Vizsgalni szerettiik volna tovabba, hogy a két fent emlitett enzim, azaz a 11pB-
hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es tipus és a hex6z-6-foszfat dehidrogendz miikddése
hogyan befolyésoljak az intraluminalis piridinnukleotid pool redox allapotat, illetve
ezen keresztiil egymas mitkodését.

Feltételeztiik ugyanis, hogy a mikroszomalis 11p-hidroxiszteroid dehidrogenaz
enzim mikodését az endoplazmas retikulum lumenének redox allapota
kofaktorellatdsan keresztiil dontdéen meghatdrozza. Az endoplazmas retikulum redox
allapota igy fontos szerepet jatszhat a metabolikus szindroma patogenezisében, illetve
az intralumindlis piridinnukleotidokon keresztiill is lehetdéség nyilik terdpias
beavatkozasra.

Vizsgalni szerettilk volna tovabba, hogy milyen szerepet jatszhatnak a
kiilonb6z6 szovetekben - esetiinkben a majban és a zsirszovetben expresszalddo - 1-es

tipusa 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz izoformdk a  metabolikus szindréma
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kiilonboz6 fenotipusos megjelenéseinek kialakuldsaban. Irodalmi adatok alapjan szamos
humén ¢és transzgén allatokon kapott eredmény tdmasztja mar ald a zsirszoveti €s
majbeli enzim szerepét a metabolikus szindroma kovér €s sovany fenotipusdnak
kialakulasaban. Terveztiik a 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipus aktivitdsanak,
illetve fehérjeszintli expresszidjanak meghatarozasat egy kovér és egy sovany 2-es

tipusu diabétesz modell patkanytorzson.
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1V. Modszerek

Mikroszomalis vezikulak prepardlasa patkany majbol

A kisérletekhez hasznalt mikroszomalis vezikuldkat Sprague-Dawley, illetve
Wistar, valamint Zucker és Goto-Kakizaki patkanyok majabol (180-230 g) allitottuk eld
differencidl-centrifugldssal (Banhegyi és mtsai, 1997, Henne és mtsai, 1986). A
patkdnyokbol kivett friss majat apro darabokra vagva eldszor 0,3 mM szachardzt és 20
mM HEPES-t tartalmaz6é pH=7,2 pufferbe tettilk. A patkdny majbol ezutan Potter-
Elvehjem homogenizatorban homogenizatumot készitettlink. A  szuszpenzid
(1000 g, 10 perc, 4 °C). A sejttormeléket tartalmazo csapadékot eldobtuk. A feliiliszot
ultracentrifugaval tovabb centrifugalva (11000 g, 20 perc, 4 °C), a mitokondrium
frakcidhoz jutottunk. A feliilisz6 ekkor mar csak a citoszolt €s a mikroszéma frakciot
tartalmazza. Ezt tovabb centrifugalva (100000 g, 60 perc, 4 °C) a feliiliszo a
citoplazmat tartalmazza, a csapadék pedig a mikroszoma frakcionak felel meg. A
mikroszomalis  vezikuldkat ezutdn MOPS-KCl pufferben mostuk, illetve
reszuszpendaltuk. (A MOPS-KCI puffer osszetétele: 100 mM KCl, 20mM NaCl, 1 mM
MgCl,, 20 mM morfolinpropanszulfonsav, pH=7,2.). A vezikuldkat folyékony
nitrogénben lefagyasztottuk és felhasznalasukig ott taroltuk. Az elkésziilt mikroszomalis
vezikuldkat fél éven beliil felhasznaltuk.

A mikroszomak fehérjetartalmat standardként marha szérum albumint hasznalva
Lowry és mtsai. mddszere alapjan hatarozuk meg, (Lowry és mtsai, 1951).

A mikroszomalis vezikuldk épségét két, az endoplazmds retikulumban
intraluminalisan elhelyezkedé enzim, a manndz-6-foszfataz, illetve az UDP-
glukuroniltranszferaz latencidjaval mértiik (Fulceri és mtsat, 1994, Csala és mtsai,
2004). Az UDP-glukuroniltranszferaz esetén a para-nitrofenol glukuronidécio6
latencidjat mértiikk. A latenciat olyan enzimek milkddésének jellemzésére hasznaljuk,
melyek sebességmeghatarozo 1€pése szubsztratjuk valamilyen membranon (jelen
esetben ez az endoplazmas retikulum membranja) &t valo transzportja. A latencia az
enzimek mért aktivitasanak és a teljes aktivitasnak a kiilonbsége a lehetséges teljes

aktivitas szazalékaban kifejezve.
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(Teljes aktivitas-Mért aktivitas) x 100

Latencia =

Teljes aktivitas

Az UDP-glukuroniltarnszferaz ¢és a gluk6z-6-foszfataz olyan enzimek, melyek
aktiv centruma az endoplazmas retikulum lumenében helyezkedik el. A mérésre azért
ezek az enzimek a legalkalmasabbak, mert szubsztratjaik szdmara - az UDP-
glukuronsav, illetve a glukdz-6-foszfatdz esetében egy mesterséges szubsztrat, a
mannodz-6-foszfat - az endoplazmas retikulum membranja minimalisan vagy egyaltalan
nem atjarhatd. Ennek magyarazata az, hogy ezek a szubsztratok egyrészt specifikusan
sajat transzportereiken keresztiil, masrészt aspecifikusan membrancsatornakon keresztiil
juthatnak az endoplazmads retikulum lumenébe, ezen transzporterek kapacitdsa azonban
minimalis. Igy az elébb emlitett enzimek szubsztratjaikhoz nem férnek hozza, mért
aktivitasuk ezért alacsony, latencidjuk igy kozel 100 % (Beaufay és mtsai, 1954). Ha
azonban a membran permeabilitisa barmilyen okbol nd, a szubsztratok enzimeik
szamara hozzaférhetévé valnak. Az enzimek mért aktivitdsa ezért nd, latenciajuk igy
csokken. Kisérleteink soran a latenciaméréskor a teljes enzimaktivitas méréséhez a
mikroszomdkat alameticinnel (poérusképzd antibiotikum) permeabilizaltuk. Mindkét
enzim esetén a latencia 95%-nal nagyobbnak bizonyult, amibdl a mikroszomalis
membran épségére kdvetkeztettiink.

A mikroszéma-preparalds soran a membran atmenetileg fragmentalodik, igy
annak bizonyit4sara, hogy a preperdlds soran a citoszo6lban taldlhatd piridinnukleotidok
nem keriilnek a vezikula belsejébe, a mikroszoma frakcionalast radioaktivan jelzett
piridinnukleotidok jelenlétében is elvégeztiik. A pufferhez a homogenizalas el6tt és utan
radioaktivan jelzett NAD -ot (["*CJNAD", 0,76 uCi/ml) adtunk. A mért radioaktivitasok
(2060 + 100 a homogenizalas eldtt és 2110 + 100 a homogenizalas utan, dpm + SD, n =
3) a teljes homogenatum radioaktivitdsanak minddssze 0,11%-anak felelnek meg. Az
eredmény bizonyitja, hogy a homogenizalas soran a citosz6lbol szamottevé mennyiségii

piridinnukleotid nem keriilhetett a mikroszomalis vezikula belsejébe.
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Zsirszovet mikroszoma prepardlas patkany epididimadlis és  retroperitonedlis

zsirszovetbol

A kisérleteinkhez hasznalt zsirszovet mikroszomat szintén differencial-
centrifugdlassal allitottuk el6. A  patkanybol eltavolitottt epididimalis és
retroperitonealis zsirszovetet eldszor 250 mM szacharozt, 25 mM HEPES-t, 2 mM
EGTA-t, I mM pepstatint és 200 ml-enként 1 ml P8340 proteaz inhibitor koktélt
tartalmazé pufferbe (A puffer) tettik. Ezutdn a mdaj mikroszomdhoz hasonléan a
zsirszovetet Potter-Elvehjem homogenizatorban homogenizaltuk, 0,5 g zsirszovetenként
5 ml A puffer kiséretében. A homogenizatumot ezutan lecentrifugaltuk (15000 g, 30
perc, 4 °C). Ezutan a feliiluszot eltavolitottuk, majd ezt ismét centrifugaltuk (150000 g,
2 h, 4 °C). A csapadékot pH=7,2, 100 mM KCl-t, 20 mM NaCl-t, 1| mM MgCl,-t, 20
mM MOPS-t, 2 mM EGTA-t és 1 mM pepstatint, valamint proteaz inhibitort tartalmazé
pufferben (B puffer) reszuszpendaltuk. Az elkésziilt zsirszovet mikroszomakat
folyékony nitrogénben azonnal lefagyasztottuk, ¢és felhasznéalasukig abban taroltuk

(Simpson és mtsai, 1983)

Fluorimetrias NADPH méreések

A mikroszomak redukalt piridinnukleotid tartalmat karakterisztikus fluoreszcens
spektrumuknak megfeleléen, 350 nm excitacios €s 460 nm emisszids hulldmhosszon
vizsgaltuk. M¢éréseinket Cary Eclipse (Varian) fluoreszcens spektrofotométerben

végeztiik

Transzport mérések light scattering technikaval

A light scattering technika kisméretli vezikuldkbol all6 rendszer fényszorasi
képességének mérésén alapul. A rendszer fényszordsat mesterséges egységekben
mérjiikk. Ozmotikus hatast anyaggal valo kezelés hatdsara a vezikuldk vizet veszitenek,
zsugorodnak, fényszorasi képességiik fokozodik. Ez kezdeti emelkedett light scattering
értékekben nyilvanul meg. Ha a vezikula membrinja az adott anyagra nézve

impermeabilis, a kezdeti fokozott light scattering szignal hosszll ideig fennmarad.
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Abban az esetben, ha a vezikula az adott molekulara nézve ateresztd, az ozmotikus
gradiens megsziinik, a vezikuldk tagulnak, a gorbe fokozatosan a kiindulasi értékre tér
vissza. Ha olyan szerrel kezeljiik a membrant, ami a vezikula permeabilitidsat fokozza,
példaul alameticinnel, a fényszords gyorsan a kiindulasi értékre tér vissza. Az
alameticin porusképzd antibiotikus hatasi oligopeptid, a vezikula permeabilitasat
szamos hidrofil anyagra nézve, példaul UDP-glukuronsav, szaharéz, glukdz-6-foszfat,
redukalt és oxidalt glutation, stb. fokozza. Detergenssel kezelve a rendszert a
membranszerkezet megszlinik, a vezikuldk szétesnek, a fényszorés jelentdsen csokken

(6. abra). (Meissner, 1988, Banhegyi, 1997)
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6. dbra: A light scattering technika elve. A kezdeti alap light scattering szigndlhoz
képest ozmotikus hatasu anyaggal valo kezelés hatasara a vezikulak zsugorodnak,
fényszorasi képességiik fokozodik. A vezikula membranjat permeabilizdalva az ozmotikus
gradiens megsziinik, a light scattering szignal a kiindulasi értékre tér vissza.
Detergenssel valo kezelés hatasara a vezikuldak szétesnek, a fényszords jelentosen

csokken.
Kisérleteink soran a mikroszémakat (50 pg/ml fehérjekoncentracid) hipotonias

médiumban (5 mM 1,4-piperazindietanszulfonsav kaliumsoja, pH=7,0) inkubaltuk két

oraig, 22 °C-on. A mikroszomak fényszorasat 550 nm-es excitdcios €s emisszids
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hullamhosszon detektaltuk, Cary Eclipse (Varian) fluoreszcens spektrofotométerrel,
szintén 22 °C-on. A kiivetta magneses keverdvel van ellatva. A vizsgalando anyagokat
kis mennyiségben (a teljes inkubald térfogat <5 %-aban) adtuk a rendszerhez nagy
koncentracioju oldatok formdjaban (0,5 M a NADP, NADPH ¢és a gluk6z-6-foszfat
esetén, 2 M a szahar6z esetén). A fentieck alapjan tehat ozmotikusan aktiv anyagok
hozzaadasakor a light scattering szignal a kiindulasi értékhez képest emelkedik. Ha az
adott anyagra nézve a vezikula membranja nem permeadbilis, ez az emelkedett szignal
fennmarad. Ha viszont a membran az illeté anyagra nézve atjarhatd, a vezikuldk

duzzadasa miatt a szignal fokozatos csokkenését tapasztaljuk.

Transzport mérések rapid szedimentdcios technikaval

A rapid szedimentacios technika a mikroszomalis transzportmechanizmusok és
intravezikuldris pool-ok detektalasara alkalmas modszer (Banhegyi és mtsai, 1999,
Banhegyi és mtsai, 1996, Puskas és mtsai, 1998).

A mikroszomakat (10 mg/ml fehérjekoncentracio) 0,2 mM NADP" jelenlétében
MOPS-KCI pufferben inkubaltuk 37 °C-on. Ebb6l 15 percenként 0,5 ml térfogata
mintakat vettlink, amit 0,5 ml térfogatu jéghideg, 10% polietilén-glikolt tartalmazo
pufferrel kicsaptunk. A mikroszomékat ezutdn rovid idejii (13000 rpm, 20 masodperc)
centrifugéldssal {ilepitettiik. A csapadékot ezutan kétszer 5% polietilén-glikolt
tartalmazoé pufferben mostuk. A végén a kapott csapadékot 1% Triton X-100 tartalmazo
MOPS-KCI pufferben reszuszpendaltuk. A mintdk NADP' koncentracidjat ezutan
enzimatikus uton, a 6-foszfoglukonat-dehidrogenaz enzim (6 mU/ml) és szubsztratja, 6-
foszfoglukonat segitségével a NADPH képzddésen keresztiil mértiik. A NADPH

képzddést fluoremetrias modszerrel mértiik.
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Enzimaktivitas-meérések

11f-hidroxiszteroid dehidrogenaz I-es tipusa

A 11B-hidroxiszteroid dehidrogendz enzim 1-es tipusanak kortizon reduktaz aktivitasat
kortizolképzddésen  keresztiill  detektaltuk. A mikroszomakat (1  mg/ml
proteinkoncentracio) 10 pM kortizont tartalmaz6 MOPS-KCI pufferben inkubaltuk
22°C-on (Bénhegyi ¢és mtsai, 2004). A kortizolképzddést ELFA modszerrel (enzyme-
linked fluorescent assay) mértiikk. A 11B- hidroxiszteroid dehidrogendz enzim 1-es
tipusanak vizsgalatara lehetdseget nyujt ezen kiviil a mikddése soran képzddo
piridinnukleotidok detektdldsa is. Az enzim in vitro a kofaktorellatottsagtol fiiggden
dehidrogendz és reduktaz irdnyba egyarant képes miikddni. Kisérleteink soran az enzim
kortizol-dehidrogenaz miikodése sordn képzddé6 NADPH-t fluorimetrids moédszerrel
mértiik. A mikroszémakhoz (2 mg/ml fehérjekoncentracio) 10 uM kortizolt, majd 1 mM
koncentracioju  NADP'-t adva a mikroszomdk membranjat alameticinnel
permeabilizalva tettiik lehetévé, hogy a kofaktor a vezikula lumenébe jusson (7. abra).
Az enzim reduktdz iranyu mitkodésének fluorimetrias detektalasa azért nem lehetséges,

mert a kiviillr6l adott NADPH felszini NADPH-oxidaz aldozatava valik.
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7. abra: A 11S-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipus kortizol dehidrogendz
aktivitasanak mérése patkany maj mikroszoman. A mikroszoma alapvonalanak felvétele
utan a rendszerhez 10 uM kortizolt, majd 1 mM NADP" -t adtunk. A mikroszomalis
membrant alameticinnel permeabilizaltuk. A mérés végen 1 uM NADPH adasaval

kalibraltunk.

Hexoz-6-foszfat dehidrogendz

A hexo6z-6-foszfat-dehidrogenaz aktivitast rapid filtracios technika segitségével
vizsgaltuk. A rapid filtracios technika a mikroszomalis transzportmechanizmusok ¢és
intravezikularis pool-ok detektdldsira alkalmas modszer. A modszer 1ényege, hogy a
mikroszomadlis vezikuldkat radioaktivan jelzett molekulakkal rovid ideig inkubaljuk,
vakuum segitségével gyorsan atszlrjik, majd a felvett radioaktivitast szcintillacios
szamlaloval meghatarozzuk (Banhegyi és mtsai, 1997).

A mikroszémakat (1 mg/ml fehérje) 1 mM radioaktivan jelzett gluk6z-6-foszfat
("[C]1G6P, 25uCi/ml)  jelenlétében inkubdltuk KCI/MOPS pufferben. Az
intravezikularis és a kotott radioaktivitas elkiilonitéséhez a reakcidelegyhez 0,1%
dezoxikolatot adtunk (Fulceri és mtsai, 1994). A radioaktivitdsnak azt a részét

tekintettiik intravezikularisnak, ami dezoxikolattal felszabadithatdo volt. A megfeleld
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idopontokban a mintdkat (0,05 ml) gyorsan celluldozacetat/nitrat filteren szlrtiik at
(porusméret: 0,22 um). A filtert ezutan jéghideg, 20 mM-os HEPES pufferrel mostuk at
(pH=7,2, 250 mM szaharéz, 1 mM 4,4’diizotiocianostilbén-2,2’-diszulfonsav). A
mikroszomdkhoz asszocialt, igy a filterrel kiszlirt radioaktivitast ezutan szcintillacios

szamlaldval hataroztuk meg.

Western blot

A kiilonb6zé enzimek fehérjeszinti expresszidjanak vizsgalatdhoz Western
blotot hasznaltunk. Egyenlé mennyiségli fehérjét (50 pg) vittlink fel az altalunk
eldallitott maj— és zsirszovet mikroszoémabol és homogenatumbol. SDS-poliakrilamid
gélelektroforézist végeztiink, majd a fehérjéket nitrocelluléz membranra blottoltuk. A
csikok fehérjetartalmat a filter membranon Red Ponceau festéssel ismét leellendriztiik.
Elsédleges antitestként patkany 11B-hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es tipus ellenes

antitestet hasznaltunk.
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V. Eredmények

A patkany mdj mikroszoma foleg redukalt piridinnukleotidokat tartalmaz

A 11B-hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es tipusa a maj endoplazmas
retikulumaban intralumindlisan helyezkedik el, a kortizon-kortizol atalakulést katalizalja
mindkét irdnyba. In vivo az atalakulds irdnya redukcio (Hewitt és mtsai, 2005), ami
eleve azt feltételezi, hogy az endoplazmas retikulumban a piridinnukleotidoknak egy
része biztosan redukalt allapotd. Irodalmi adatok alapjan az enzim mikodéséhez
NADPH-t hasznal.

A 11B-hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es tipusdnak aktivitasat a termelt kortizol
mérésén keresztil ELFA (enzyme-linked fluorescent assay) modszerrel kovettiik
nyomon. Az elébbieknek megfeleléen, ha az endoplazmas retikulum mikroszomakhoz
kortizont adunk, gyors kortizolképzdédést figyelhetiink meg, ami maximumat néhany
perc alatt eléri (8. abra). Ugyanakkor a mikroszomalis membran permeabilizalasa

alameticinnel a kortizonredukciét csaknem teljesen megsziintette.

o
N
]

0,075 1

Kortizol (nmol/mg protein)
o
o
(9)}
1

1d6 (min)

8. abra: A mikroszomalis kortizonredukciohoz a membran épsége sziikséges. A
mikroszomakat (1 mg/ml fehérjekoncentracio) 22°C-on 10 uM kortizont tartalmazo
MOPS-KCI pufferben inkubdltuk alameticin (0,1 mg/mg fehérje) jelenlétében (iires
korok) és hianyaban (fekete korok). A kortizoltermelés ELFA modszerrel detektaltuk. A

grafikonon négy mérés osszesitett eredménye lathato (atlag = S. D.).
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Az eredmény egy lehetséges magyarazata, hogy a vezikula lumenében a kortizon
redukciojdhoz sziikséges mennyiségi NADPH megtalalhaté, permeabilizalaskor
azonban ez az inkubalé médiumba keriil, igy az intraluminalis NADPH koncentracié tul
alacsonnya valik, a kortizon redukcidjat nem teszi tobbé lehetévé. A mikroszéma
intravezikularis viztere ugyanis mindossze 3-4 pl/mg fehérje (Marcolongo és mtsai,
1996), mig az inkubaldé médumbdl 1 mg mikroszomdlis fehérjére 1 ml viztér jut.
Tovabba a mikroszéma kiilsé felszine NADPH oxidaz aktivitassal bir, ami felelossé

tehetd a vezikula lumenébdl az inkubaldo médiumba keriilt NADPH eloxidalasaért.

A mikroszomalis membran permeabilitdsa piridinnukleotidokra nézve

Elébbi eredményeink ugyanakkor arra is utaltak, hogy a patkiany m4j
mikroszoma lumenében a preparalas, azaz a mikroszoma készitése soran a redukalt
piridinnukleodid pool megmarad, azaz a mikroszomélis membran sem NAD(P)'-ra, sem
NAD(P)H-ra nézve nem permedbilis. A mikroszomalis membran permeabilitasat
piridinnukleotidokra nézve két modszerrel detektaltuk. Vizsgaltuk egyrészt
fényszorasos (light scattering) technikaval, az ozmotikusan aktiv NADP' és NADPH
okozta mikroszomalis méretvaltozdsok detektalasaval. A light scattering technika
kivitelezéséhez azonban a fiziologiasnal joval nagyobb piridinnukleotid koncentraciokra
volt sziikség. Igy a permeabilitis vizsgalatat egy masik modszerrel is kiegészitettiik,
hogy a mikroszoma permeabilitasat piridinnukleotidokra nézve fiziologias NADP",

illetve NADPH koncentracié mellett is meg tudjuk vizsgalni.

Magas piridinnukleotid koncentracio - fényszorasos technika

A mikroszomalis membran permeabilitasat piridinnukleotidokra nézve magas
koncentraciok esetén light scattering technika segitségével vizsgaltuk. A rendszerhez 20
mM NADP'-t, illetve NADPH-t adva a light scattering szignal tartsan emelkedett
marad, azaz a membran ezekre az anyagokra nézve nem vagy alig permedbilis. A 9.
abran az elobbiek mellett egy permedbilis anyag, a glukoz-6-foszfat, és egy nem

permedbilis anyag, a szaharoz light scatteringes regisztracios gorbéjét egyarant
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feltiintettiik. A szahar6z esetén a kezdeti emelkedett light scattering szignal tartdésan

fennmarad, mig gluk6z-6-foszfat esetén fokozatosan a kiindulasi értékre tér vissza.

Fiziologias piridinnukleotid koncentracio - rapid szedimentacios technika

A vezikula ~membranjanak permeabilitidsat  alacsonyabb, fiziologias
piridinnukleotid koncentraciok esetén is vizsgaltuk, ehhez rapid szedimentacios
technikat hasznaltunk (Banhegyi és mtsai, 2004). 200 uM NADP" jelenlétében 15
percnél rovidebb inkubéciés id6 esetén nukleotidfelvételt gyakorlatilag nem
tapasztaltunk. Hosszabb inkubécids idok esetén idofliggd nukleotidfelvételt figyeltiink
meg. Koncentraciokiegyenlitddés az extra-és intravezikuldris tér kozott azonban tobb
mint egy 6Ords inkubacids id6t kovetden sem alakult ki. A szdmitott intravezikuldris
NADPH koncentracid egy 6ra utan is az extravezikularisnak csupan egyharmada volt. A
szamitasok sordn a mikroszoma intravezikularis vizterét irodalmi adatok alapjan 3,6

pl/mg fehérjének vettiik (Banhegyi és mtsai, 1997). (9. dbra)
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9. abra: A mikroszomalis membran piridinnukleotidokra nézve alig permeabilis. Az
abra A, B, C és D részében a mikroszomalis vezikulak (50 ug/ml fehérjetartalom)
ozmotikus hatdsra torténd valtozasat regsiztraltuk az ido fiiggvényéeben light scattering
technika segitségevel. A nyilakkal jelzett idopontokban adtuk hozza a grafikonokon
feltiintetett ozmotikus hatdsii anyagot a rendszerhez. Az A gérbén 20 mM NADP", a B
gorbén 20 mM NADPH hozzaadasakor észlelt fényszorasvaltozasok lathatok.
Osszehasonlitasképpen a C gorbén egy nem permedbilis anyag (75 mM szaharéz), a D
gorbén pedig egy permedabilis anyag (25 mM glukoz-6-foszfat) hatasara bekévetkezo
ozmotikus valtozdsokat regisztraltuk. A nyilhegyek az alameticin (0,1 mg/mg fehérje)
hozzaadasat jelolik. Az abrakon reprezentativ méréseket mutatunk be. Az dbra E részén
0,2 mM NADP" felvételét vizsgaltuk rapid szedimentdicio —segitségével. Az
intravezikularis NADP" koncentrdciét enzimatikus viton mértiik. Az adatok négy mérés

osszesitéesebol szarmaznak, a grafikonon az atlagok + S.E. vannak feltiintetve.
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Az intraluminadlis piridinnukleotidok redox dllapota

Az intralumindlis piridinnukleotidok redox allapotat fluorimetrids modszerrel
vizsgaltuk. A mikroszomakat fluoriméter kiivettaban inkubélva a piridinnukleotidokra
karakterisztikus 350 nm-es excitacids és 460 nm-es emisszios hulldimhosszon végeztiik
méréseinket. E10sz0r a nativ mikroszomakra jellemz6 alapvonalat rogzitettiik szubsztrat
hozzédadasa nélkiil. Ez az alapvonal iddben véltozatlannak bizonyult (/0. abra), ami arra
utal, hogy oxigén jelenlétében, szubsztrat hozzdadasa nélkiil az intraluminalis

piridinnukleotidok redox allapota a mikroszomaban nem valtozik.

A membranpermeabilizalas, illetve oxidalo anyagok hatasa az intraluminalis NADPH

pool redox dllapotara

Az alapvonal, azaz a nativ mikroszoman felvett fluoreszcens szignal a membran
permeabilizalasa, illetve az intraluminalis NADPH poolt oxiddlé anyagok hatdséara
egyarant csokkent. Ezek a megfigyelések arra utalnak, hogy a fluoreszcens szignalért
nagyrészt az intraluminalis redukalt piridinnukleotidok feleldsek. Fluoreszcens NADPH
méréseink soran tehat a piridinnukleotidok redox allapotdra az elObbiekben felvett
alapvonal siillyedésébdl, illetve emelkedésébdl kovetkeztethetiink. Ha az alapvonal
siillyed, ez azt jelzi, hogy a mikroszéma redukalt piridinnukleotidjai oxidalodnak, azaz
mennyiségiik csokken. A fluoreszcens szignal emelkedése a redukalt piridinnukleotidok
aranyanak novekedését jelenti.

A mikroszomélis membrant a porusképzd alameticinnel permeabilizéltuk.
Alameticin hozzdadasakor a mikroszoma redukalt piridinnukleotid tartalma amiatt
csokken, hogy az egyébként intraluminalis pool a mikroszoma kiilso felszinén talalhato
NADPH oxidaz szamara elérhetévé valik, igy annak jelentds része eloxidalodik. A 70.
abra A részén a fluoreszcens szignal csokkenését tiintettiik fel alameticin hozzdadéasa
utan.

A 10. abra A részén feltiintetett idopillanatokban a mikroszomakrol fluoreszcens
spektrumot készitettiink: az egyik spektrum alameticin hozzdadasa el6tt, a masik pedig
utana késziilt. A 10. abra B részén ez a két mikroszomalis fluoreszcens spektrum lathato

tehat, alameticin hozzdadasa eld6tt ¢és utan, mellékletként pedig a két spektrum
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kiilonbsége. A mellékletben lathato gorbe alakja a NADPH fluoreszcens spektrumanak
megfeleld. Megallapithatjuk tehat, hogy mivel a membran permeabilizalés el6tti €s utani
gborbe kiilonbsége a NADPH fluoreszcens spektrumanak megfeleld alaka, ezért a
kiilonbségért nagy valdsziniiséggel a mikroszoma redukalt piridinnukleotid tartalmanak
csOkkenése a felelés. A permeabilizalds soran bekovetkezd fluoreszcenciacsokkenés
jelzi ugyanis, hogy a nativ mikroszéma spektrumabol mekkora részt tettek ki a redukalt
piridinnukleotidok. Az inkubdlé6 médiumba keriilt NAD(P)H eloxidalasaért ebben az

esetben is a mikroszoma kiilsd felszinén miikodéo NADPH oxidaz teheto felelGssé.

Az intraluminalis piridinnukleotid pool koncentrdcioja

crer

becstiltik meg. A mikroszoma fluoreszcens alapvonalanak felvétele utan a rendszerhez
kiviilrél adott NADPH, illetve a membranpermeabilizalas hatasat vizsgaltuk. A 10. dbra
C részén NADPH adasara bekovetkezd szignalemelkedés a mikroszoma felszinén
miikodé NADPH oxiddz aktivitas hatdsdra tér vissza az alapvonalra. A membran
permeabilizalasa az alapvonal csokkenését okozza, hiszen a vezikula belsejébdl kikertild
NADPH is a kiilso felszin NADPH oxidaz aktivitasanak aldozata lesz, ami a rendszer
NADPH tartalmanak, igy a fluoreszcens alapvonalnak is a csokkenését okozza. Az
elobbi két jelenségbdl, illetve a mikroszoma intravezikularis vizterébdl (3,6 pg/ml)

kalkulaltuk az intraluminalis NADPH koncentraciot, ami kb. 0,4 mM —nak adddott.
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10. abra: Az intraluminalis NADPH pool az extraluminalis NADPH oxidaz szamdra
nem elérheté. A mikroszomakat (2 mg/ml fehérjetartalom) fluoriméter kiivettaban
inkubdlva a piridinnukleotidokra karakterisztikus — hullamhosszakon meértiik a
mikroszomak  redukalt  piridinnukleotid  tartalmat.  A: Az intraluminalis
piridinnukleotidokat a mikroszoma kiilso felszinén mitkédé NADPH oxiddz szamadra a
membran permeabilizalasa tette elérhetové. Az alameticin  hozzaadasat a 2.
regisztratumon nyil jeloli. B: a mikroszoma fluoreszcens spektruma 350 nm
hullamhosszon permeabilizalas elott és utin, az (A dbrardl a nyilhegyeknek
megfeleldoen), a melléklet pedig a két gorbe kiilonbségeét abrazolja. C: a mikroszomahoz
kiviilrol adott NADH-t és NADPH-t a mikroszomalis NADPH oxidaz eloxidalja. A
nyilak jelzik a hozzaadasokat (1: 1 uM NADPH, 2: 2 uM NADPH, 6: 5 uM NADPH, 3:
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1 uM NADH, 4: 2 uM NADH, 5: 1 uM NADH 7: 5 uM NADH). Az elkésziilt 4-6

mérésbol reprezentativ kisérleteket mutatunk be.

Az intraluminalis NADPH pool befolyasoldasa

A 11p-hidroxiszteroid dehidrogendz és a hexoz-6-foszfat dehidrogenaz enzim

egyiittmiikodése egy kozos NADPH pool-on alapul

A 11p-hidroxiszteroid dehidrogendaz 1-es tipusa és a hexoz-6-foszfat dehidrogendz

enzim latencidja

Mindkét enzim latenciajat fluorimetrias modszerrel, az enzimek miikodése soran
termelt NADPH detektalasan keresztiil mértiik. A méréshez differencial-centrifugélassal
eléallitott him Wistar patkany méj mikroszomat hasznéaltunk. A mikroszomakat
fluoriméter kiivettdban inkubaltuk. A vizsgalatot 2 mg/ml fehérjekoncentracié mellett
végeztiik. A 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipusa esetén a mikroszomahoz 10
uM kortizolt, majd 1 mM NADP'-t adtunk. A fentiekben mér emlitett médon nem az
enzim majban tapasztalt fizioldgids iranyu, kortizon-kortizol atalakulast mértiik, mivel
ez NADPH kofaktort igényel, ezt pedig a mikroszéma kiilsé felszinén mitkodé NADPH
oxidaz aktivitas rogton a hozzdadéaskor lebontatnd. A hexdz-6-foszfat dehidrogenaz
esetén a mikroszomakhoz 10 uM glukéz-6-foszfatot, majd 100 uM NADP'-t adtunk.
Mindkét enzim esetében a mikroszomalis membran permeabilizalasa alameticinnel tette
lehetévé, hogy az intralumindlis aktiv centrummal rendelkezd enzimekhez kofaktoruk
eljusson.

Méréseink alapjan mind a 11B-hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es tipusanak,
mind a hex6z-6-foszfat dehidrogendznak a latencidja 90% felettinek bizonyult, ami

megerdsiti, hogy mindkét enzim aktiv centruma intralumindlisan helyezkedik el.

NADPH pool a patkany maj mikroszomaban

A mikroszomalis NADPH pool jelenlétének igazoldséhoz a mikroszoméhoz

olyan enzimek szubsztratjait adtuk, melyek miikodésiik sordn igazoltan NADP -t
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hasznalnak, illetve NADPH-t termelnek. Ilyen NADPH-t termelé enzim a hexdz-6-
foszfat dehidrogendz, mig miikodéséhez NADP'-t hasznal a 11pB-hidroxiszteroid
dehidrogenaz 1-es tipusa. A NADPH pool jelenlétét, illetve azt, hogy ezt a fenti két
enzim kozosen hasznalja, a két enzim termékeinek mérésével kovettiik nyomon. A 118-
hidroxiszteroid dehidrogendz esetén ebben az esetben a fiziologids, kortizon-kortizol
iranyu, NADPH-t hasznalo atalakulést vizsgaltuk. A kortizoltermelést ELFA (enzyme-
linked fluorescent assay) modszerrel kovettiik nyomon. A hex6z-6-foszfat dehidrogenaz
esetén radioaktivan jelzett gluk6z-6-foszfat hozzdadasa utan a mikroszomalis
tobbi intermedierjének felhalmozddasat a mikroszoma lumenében) rapid filtracios
technikaval kovettiik nyomon.

10 uM kortizon hozziadasa a mikroszomahoz mérhetd kortizoltermelddést
eredményezett. Ez négy kisérlet eredménye alapjan 10 perc alatt 75 = 20 pmol kortizol
termelddését jelentette 1 mg mikroszomalis fehérjére szdmolva (= S.D.). Ez az
eredmény mdar Onmagaban egy legalabb akkora NADPH poolt feltételez a nativ
mikroszomaban, ami a kortizon redukcidjat lehetévé teszi. Ha a nativ mikroszomahoz
10 uM gluk6z-6-foszfatot, a hexdz-6-foszfat dehidrogenaz szubsztratjat adtuk, a
kortizon reduktaz aktivitds fokozodasat figyeltik meg, ami megndvekedett
kortizoltermelddésben nyilvanul meg. Ez a megndvekedett kortizolprodukcié 290+75
pmol kortizol volt 1 mg mikroszomalis fehérjére szamolva 10 perc alatt (+S.D., n=4).

Megvizsgaltuk azt is, hogy hogyan hat a 11p-hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es
tipusanak szubsztratja, a kortizon a hex6z-6-foszfat dehidrogenaz enzim aktivitasara.
Ezt rapid filtraciés technikdval kovettik nyomon, tehat kortizon adéasakor a
mikroszomdhoz radioaktivan jelzett glukéz-6-foszfatot adtunk, és a radioaktivitas
intravezikuldris halmozodasat figyeltik. A kortizon adasa az intravezikularis

Ugyanakkor a hex6z-6-foszfat dehidrogendz enzim szubsztratellatasat biztosito,
a mikroszoéma membranjaban talalhaté glukoz-6-foszfat transzporter gatlasa a glukdz-6-
foszfat kortizoltermelddést fokozo hatasat kivédi. Ha a kortizoltermelést S3483 (a
mikroszomalis glukdz-6-foszfat transzporter gatlo specifikus gatloszere) jelenlétében
mértiikk, mindossze 80+32 pmol kortizol termelddését detektaltuk 1 mg mikroszomalis

fehérjére szamolva 10 perc alatt (négy mérés késziilt, £S.D.).
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Igazoltunk tehat, hogy a munkacsoportunk altal kordbban leirt gluk6z-6-foszfat
fliggd kortizonredukcio, illetve kortizonfiiggd gluk6z-6-foszfat oxidacio, azaz a 11p-
hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipusa ¢és a hexoz-6-foszfat dehidrogenaz
egylittmiikddése az endoplazmas retikulum lumenében (Bénhegyi és mtsai, 2004) egy
kozosen hasznalt intraluminalis NADPH poolon alapul.

Ezt a kozosen hasznalt NADPH poolt méas moddszerekkel is vizsgaltuk.
Fluorimetrias uton is igazoltuk, hogy mind a 11B-hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es
tipusanak, mind a hex6z-6-foszfat dehidrogenaznak a szubsztratja a NADPH pool redox
allapotat befolyasolja.

A mikroszomakhoz kortizont, az intraluminalisan miikod6 11B-hidroxiszteroid
dehidrogendz 1-es tipusanak szubsztratjdt adva a fluoreszcens szignal
koncentraciofiiggd csokkenését figyelhettilk meg (/1. abra A rész). Ez arra utal, hogy a
11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipusa milkodése soran, amikor a kortizont
kortizolla alakitja, ezt az elObbiekben leirt NADPH poolt hasznalja. Emiatt a
mikroszomdk intravezikularis NADPH tartalma csokken, ami a fluoreszcens szignal
csokkenésében nyilvanul meg.

A mikroszémardl az abran jeldlt iddépillanatokban fluoreszcens spektrumot
készitettlink. Az egyik fluoreszcens spektrum a kortizon hozzaadésa elétt, a masik utana
késziilt. A fentiekhez hasonloan ezutan itt is a két fluoreszcens spektrum kiilonbségét
képeztiik. A kortizon hozzdadasa el6tti €s utani gorbe kiilonbsége szintén a NADPH
fluoreszcens spektrumanak megfeleld (/1. dbra B rész).

Ugyanezt a mérést az 1-es tipusu 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz enzim egy
mesterséges szubsztratjaval, metiraponnal is elvégeztiikk. Metirapon hozzdadasakor a
kortizonhoz hasonl6 hatast tapasztaltunk (/1. abra C rész)

A kortizon hozzdadasakor tapasztalt legnagyobb fluoreszcencia-csokkenés 1,17
+ 0,11 volt (6t mérésbdl, +S.E., 2 mg/ml mikroszomalis fehérjére szamolva,
mesterséges egységben). Ha a mikroszéma membréanjat alameticinnel permeabilizaltuk,
a tapasztalt legnagyobb fluoreszcenciacsokkenés 1,28 + 0,18-nak adddott (négy
mérésbol).

Az eldbbiek alapjan a dominans intralumindlis piridinnukleotid a NADPH,

hiszen ez a 11B-hidroxiszteroid dehidrogenéz 1-es tipusanak kofaktora.
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11. dabra: A kortizon és analogja, a metirapon az intralumindlis NAD(P)H poolt
oxidaljak. A mikroszomadkat (2 mg/ml) kiivettaban inkubaltuk, a rendszer redukalt
piridinnukleotid tartalmat fluorimetrias modszerrel mértiik. Az abra A részén a kortizon
hatasa lathato kiilonbozo koncentraciok esetén, C részén pedig 5 uM metirapont adtunk
a mikroszomakhoz. Az abra B részén a mikroszomak fluoreszcens spektruma lathato 1
UM kortizon hozzdadasa elott (a) és utan (b), a regisztraciok idopontjat az abra A
részen nyilhegyekkel jeleztiik. A melléklet a két spektrum kiilonbségét mutatja. Az

elvégzett 4-6 mérésbol reprezentativ kisérleteket mutatunk be.

Redukalodszerek hatasat is vizsgaltuk az intralumindlis piridinnukleotid poolra.

Glukéz-6-foszfatot, illetve kortizolt hasznaltunk. Ezek esetében a flureszcens szigndl
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emelkedésére szamitottunk, hiszen az intraluminalis NADPH pool redukalodik.
Mindkét szer esetében a fluoreszcens szignal csak egészen minimalisan emelkedett.

A gluk6z-6-foszfat, a hex6z-6-foszfat dehidrogenaz enzim segitségével NADP -t
redukal. Ha a rendszerhez dnmagaban adtunk gluko6z-6-foszfatot, az ugyan minimalis
szignalemelkedést okozott, azonban gluk6z-6-foszfat addsédval a kortizon okozta
fluoreszcenciacsokkenést vissza lehetett forditani. Eszerint tehat a kortizon NADPH
poolt oxidaloé hatasat a glukoz-6-foszfat visszaforditotta. Ha a rendszert a glukdz-6-
foszfat hozzaadasa eldtt az endoplazmas retikulum glukéz-6-foszfat transzporter gatlo
S3483-mal kezeltiik, ez a hatas kikiiszobolhetd volt (/2. abra B rész).

Kortizol adasa szintén a szignal minimalis emelkedését okozta (/2. dbra C rész),

ami az intraluminalis NADPH pool kismértékii redukcidjara utal. Ha rendszeriinkhoz

crer

cre

forditani (/2. abra D rész).
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12. abra: A 1l1phidroxiszteroid dehidrogendz és a hexoz-6-foszfat dehidrogenaz
szubsztratjai az intraluminalis NAD(P)H pool redox allapotat befolyasoljak. A
mikroszomakat (2 mg/ml fehérjekoncentracio) fluoriméter kiivettaban inkubadltuk, a
redukalt piridinnukleotid tartalmat fluorimetrias modszerrel detektaltuk. Az dbra A
részen 50 uM glukoz-6-foszfat, C reszén 10 uM kortizol hatdsa lathato. 1 uM kortizon
oxidalo hatasa 50 uM glukoz-6-foszfattal (12B abra, a rész) és 10 uM kortizollal
visszafordithato volt (11D dbra). A mikroszomalis glukoz-6-foszfat transzporter gatlo
S§3483-mal valo inkubdlas (30 uM) azonban a glukoz-6-foszfat ilyen hatasat kivedi (12B
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dbra, b rész). Az elvégzett 4-6 mérésbol reprezentativ kisérletek lathatok.
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1-es tipusu 11f-hidroxiszteroid dehidrogendz aktivitis és fehérjeszintii expresszio két

2-es tipusu diabétesz modell patkanytorzson

Zucker patkany

Fluorimetrias NADPH mérés segitségével vizsgaltuk a 11B-hidroxiszteroid
dehidrogendz enzim 1-es tipusdnak aktivitasat kovér és sovany Zucker patkany majabol
¢s zsirszovetébodl készitett mikroszomalis vezikuldkon. Az irodalmi adatokkal
egybevagdan a sovany kontroll allattal Osszehasonlitva a majbeli 1-es tipusa 11p-
hidroxiszteroid dehidrogenaz aktivitas a kovér allatban szignifikdnsan alacsonyabb volt
(2,10 £ 0,25 és 2,57 + 0,39 nmol/perc/mg fehérje, atlag = S.D., n = 6, sorrendben).
Western blot eredményeink ugyanezt tdmasztottak ald: 1-es tipust 11B-hidroxiszteroid
dehidrogenaz ellenes antitestet hasznalva 32 kDa-nél kaptunk csikot, ami a patkany
11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipus molekulatomegének felel meg. A kovér
Zucker patkany majabol szarmaz6 mikroszoman a fehérjeszinti expresszio is csokkent
volt a sovany allattal 6sszehasonlitva (/3. dbra).

A kovér Zucker patkany epididimalis zsirszovetébdl készitett mikroszomalis
vezikulakon mind a 11f-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipusanak fehérjeszinti
expresszidja, mind enzimaktivitdsa emelkedett volt a kontroll sovany allaton kapott

eredményekhez képest (3,3 illetve 1,94 nmol/perc/mg fehérje).

13. abra: 11p-hidroxiszteroid dehidrogenaz I-es tipus fehérjeszintii expresszio Zucker
mdj mikroszoman. A kovér allatban az enzim fehérjeszintii expresszidja a sovanyhoz

képest jelentosen csokkent. 1: kéver, 2: sovany, 3: kover, 4. sovany.
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Goto-Kakizaki patkany

A Goto-Kakizaki 2-es tipusii diabétesz modell patkany a Zucker kovér
patkdnnyal szemben sovany. Kisérleteink soran a Goto-Kakizaki patkdny esetén is
fluorimetrids médszerrel, a 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipusdnak miikodése
soran termelt NADPH mérésén keresztiil detektaltuk az enzim aktivitasat. A
fehérjeszintli expressziot Western blot segitségével néztiik. A kdvér Zucker patkanyon
tapasztalt csokkent majbeli, illetve emelkedett zsirszoveti 11B-hidroxiszteroid
dehidrogendz 1-es tipus expresszioval és enzimaktivitdssal szemben egészen mas
eredményt kaptunk.

A Goto-Kakizaki sovany diabéteszes allat majaban a 11B-hidroxiszteroid
dehidrogendz 1-es tipusanak aktivitdsa jelentésen emelkedett volt a kontroll allathoz
képest (5,11 £ 0,75 és 1,70 £ 0,37 nmol/perc/mg protein, atlag £ S.D., n = 10,
sorrendben). Western blot eredményeink is ugyanezt tamasztottdk ala (/4. dbra).
Ugyanakkor sem a zsirszoveti 1l-es tipust 11fB-hidroxiszteroid dehidrogenaz
enzimaktivitas (1,57 +£0,41 és 1,22 + 0,33 nmol/perc/mg fehérje, atlag £ S.D., n = 6,
sorrendben), sem a fehérjeszintli expresszio tekintetében a diabéteszes és a kontroll allat

ko6zott nem volt szignifikans kiilonbség (/5. abra).

32 kDa

13. abra: 11p-hidroxiszteroid dehidrogendz I-es tipus fehérjeszintii expresszio Goto-
Kakizaki maj mikroszoman. A diabéteszes dllatban az enzim fehérjeszintii expresszioja
a kontrollhoz képest jelentosen emelkedett. 1: diabéteszes, 2: kontroll, 3: diabéteszes, 4:

kontroll.
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2 kDa

14. abra: 11p-hidroxiszteroid dehidrogenaz I-es tipus fehérjeszintii expresszio Goto-
Kakizaki zsir mikroszoman. A diabéteszes dallatban az enzim fehérjeszintii expresszioja
a kontrollhoz képest enyhén csokkent. 1: diabéteszes,2: kontroll,3: diabéteszes,4:

kontroll.

3. tablazat: A 11p-hidroxiszteroid dehidrogenaz I-es tipusanak aktivitisa Zucker és
Goto-Kakizaki patkanyok majabol és epididimalis zsirszovetébol késziilt mikroszomalis

vezikuldakon (atlag vagy atlag + S.D., n=2-6 mérés késziilt)

Kisérleti allat 11BHSD1 aktivitas
Mij Zsirszovet
Zucker Fat 2,10 £ 0,25 33
Lean 2,57+0,39 1,94
Goto- Kakizaki Diabétesz 5,11 +£0,75 1,57 +0,41
Kontroll 1,70 + 0,37 1,22 +£0,37
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V1. Megbeszélés

Munkank soran igazoltuk, hogy az endoplazmds retikulum lumenében leirt
oxidalo kornyezet ellenére taldlhato egy fdleg redukalt allapotl izolalt intraluminalis
piridinnukleotid pool, ami az endoplazmas retikulum lumenében intralumindlis aktiv
centrummal rendelkezd 1-es tipusu 11pB-hidroxiszteroid dehidrogenaz ¢és hexdz-6-foszfat
dehidrogendz enzimek egyiittmiikodésének ujabb biokémiai alapjat jelenti. Ennek az
intraluminalis NADPH pool-nak kiemelt jelentdsége van, hiszen befolyasoldsa az el6bbi
két enzim kofaktorellatottsaganak valtoztatdsan keresztliil szerepet jatszhat a

metabolikus szindroma patogenezisében.

Az endoplazmas retikulum membranja piridinnukleotidokra nézve nem permedabilis

Kisérleteinkkel igazoltuk, hogy az endoplazmas retikulum membranja sem a
piridinnukletidok oxidalt formajara, azaz NADP -re és NAD -ra, sem pedig a redukalt
alakokra, azaz NADH-ra és NADP-ra nézve nem permedabilis. Annak ellenére, hogy az
endoplazmas retikulum membranjdban eddig piridinnukleotid transzportert nem
azonositottak, és a lumenben sem irtak le piridinnukleotid szintézist, az irodalombol
szamos indirekt adat utalt egy intraluminalis piridinnukleotid pool 1étezésére.

A mikroszomalis membran impermeabilitasat piridinnukleotidokra nézve két
uton, beliilrél ¢és kiviilrél is alatamasztottuk. Egyrészt az intakt mikroszomahoz
kortizont adva gyors kortizoltermelddést tapasztaltunk, ami a membranpermeabilizalés
hatdsdra megszlint. A jelenség arra utal, hogy az endoplazmas retikulum lumenében
létezik egy piridinnukleotid pool, ami a kortizon redukcidjdhoz elegendd
piridinnukleotidot tartalmaz ugyan, de ha a mikroszomalis membrant permeabilizaljuk,
ez a piridinnukleotid tartalom a mikroszoma felszinének NADPH oxidaz aktivitasa
szamara elérhetové valik. Igy a redukalt piridinnukleotidok koncentraciéja annyira
lecsokken, hogy a kortizonredukciot tobbé nem teszi lehetévé. A luminalis
piridinnukleotidok tehat a mikroszoma-frakcid preparalasa soran nem szoknek meg, a

membran beliilrdl atjarhatatlan szamukra.
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A mikroszomdalis membran impermeabilitasit nagy ¢és kis (fiziologias)
piridinnukleotid koncentraciok esetén is igazoltuk light scattering, iletve rapid

szedimentacios méréseink soran.

Piridinnukleotid pool az endoplazmas retikulum mikroszomaban

Az endoplazmads retikulum mikroszéma piridinnukleotid poolt tartalmaz, ennek
jelenlétét szamos bizonyitékkal alatamasztottuk.

Igazoltuk, hogy a mikroszomalis vezikula belsejében talalhatd piridinnukleotid
pool nem a citoszol piridinnukleotidjaibol keriil a mikroszoma-preparalas soran a
vezikula belsejébe. A mikroszoma-prepardlds sordn viszont az endoplazmas retikulum
piridinnukleotid tartalmét megorzi.

Ha ugyanis a mikroszéma-preparalas soran a patkany majhoz a homogenizalas
elétt és utan radioaktivan jelzett NAD'-t adtunk, a mikroszéma piridinnukleotid
tartalmaban nem tapasztaltunk kiilonbséget. Ha a mikroszoma-készités sordn a
citoszolbol piridinnukleotidok keriilnének az endoplazmas retikulum lumenébe, akkor a
két kiillonb6zé modon kezelt mikroszoma radioaktivan jelzett piridinnukleotid-felvétele
kozott is tapasztalndnk kiilonbséget. Mivel azonban a homogenizalds eldtt és utan
NAD"-dal kezelt mikroszomék piridinnukleotid felvétele ugyanakkora volt, igazoltuk,
hogy a vezikula belsejébe a mikroszéma-preparalas soran kiviilrél piridinnukleotidok
nem keriilhetnek be.

Tovéabba ahelyett, hogy a mikroszoma-preparalas soran a citosz6lbol jutnanak
piridinnukleotidok az mikroszoma belsejébe, az intralumindlis piridinnukleotid pool és
a homogenizal6 médium piridinukleotid koncentracidja alapjan inkabb annak a veszélye

all fenn, hogy intraluminalis piridinnukleotidok keriilnek az inkubdlé6 médiumba. Az

crcr

crer

citoszol 10-szeres higulasabol kdvetkeztethetd.
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Az endoplazmas retikulum piridinnukleotid pooljanak redox allapota

Az endoplazmés retikulum piridinukleotid poolja fdleg redukalt allapota
piridinnukleotidokat tartalmaz. Ezt két modszerrel igazoltuk: vizsgaltuk egyrészt, hogy
a membranpermeabilizalas hatdsara hogyan valtozik az intraluminalis piridinukleotidok
redox allapota. Fluorimetrids NADPH méréseink sordn a membranpermeabilizalas az
intralumindlis redukalt piridinnukleotid koncentracié csokkenését eredményezte. A
membranpermeabilizalas eldtti és utani mikroszomalis spektrumok kiilonsége pedig
éppen a redukalt piridinnukleotidok spektrumat adta.

Vizsgaltuk tovabba egyes oxidaldé anyagok hatdsat az intralumindlis
piridinnukleotid pool redox allapotara. Ehhez olyan enzimek szubsztratjait hasznaltuk,
amelye bizonyitottan NADPH-t, illetve NADP'-t hasznalnak. Ilyen enzimek a 11p-
hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipusa és a hex6z-6-foszfat dehidrogenaz is.

Kortizon adésa fluorimetrids NADPH méréseink soran szintén a mikroszéma
redukalt piridinnukleotid tartalménak csokkenését eredményezte. A kortizon hozzdadasa
elétti és utdni mikroszomalis spektrum kiilonbsége pedig szintén a redukalt
piridinnukleotidok (NADPH) spektrumat adta. A kortizon, illetve a 11B-hidroxiszteroid
dehidrogendz 1-es tipusanak mesterséges szubsztratja, a metirapon az intraluminalis
piridinnukleotidokat koncentraciofiiggd modon oxidalta.

Redukalé kornyezetre utal az is, ahogyan az ER Ilumenében talalhato
piridinnukleotidok redox allapotat a 11B-hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es tipus és a
hex6z-6-foszfat dehidrogendz enzimek szubsztratjai befolyasoltdk: redukald hatasa
anyagok, ugymint kortizol és glukdz-6-foszfat, az intralumindlis piridinnukleotidokat
tovabb mar csak minimalis mértékben redukaltak. Ugyanakkor az oxidalé hatasu
kortizon az intraluminalis piridinnukleotidok redox allapotat jelentés mértékben oxidalt
iranyba tolta el. Ez a hatas gluk6z-6-foszfat, illetve kortizol adéasaval visszafordithatd

volt.

Az intraluminalis piridinnukleotidok koncentracioja

Feltételezve, hogy az éltalunk alkalmazott oxidalo, illetve redukalé agensek a

piridinnukleotid pool nagyrészét redukaltak, illetve oxidaltak, az intraluminalis redukalt
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piridinnukleotid koncentraciét 0,4 mM-nak, mig az oxidalt piridinnukleotidok
lumenében a redukalt és oxidalt piridinnukleotidok aranya kb. 8:1, ami -376 mV

szamitott redoxpotencialnak felel meg.

Biokémiai bizonyitékok a 11p-hidroxiszteroid dehidrogendz I-es tipus és a hexdz-6-

foszfat dehidrogendz enzimek egyiittmiikodésére

A 11p-hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es tipus és a hexoz-6-foszfat dehidrogendz

egyitittmiikodése-kolokalizacio az endoplazmas retikulum lumenében

Munkacsoportunk korabbi eredményei szerint, illetve irodalmi adatok alapjan a
11B-hidroxiszteroid dehidrogendz ¢és a hexdz-6-foszfat dehidrogendz enzim
egyiittmiikddése azon alapul, hogy mindkét enzim aktiv centruma az endoplazmas
retikulum lumenében intralumindlisan hehyezkedik el.

Méréseink sordn igazoltuk, hogy mind a 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es
tipusa, mind a hexdz-6-foszfat dehidrogendz enzim aktivitdsa latens. A latenciat
mindkét enzim esetében 90% felettinek kalkuldltuk, ami arra utal, hogy
munkacsoportunk kordbbi eredményeivel, illetve irodalmi adatokkal (konfokéalis
mikroszkdppal végzett kisérletek az aktiv centrumok lokalizacidjanak meghatarozasara)
egybehangzoan mind a 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipus, mind a hex6z-6-
foszfat dehidrogenaz enzim aktiv centruma az endoplazmas retikulum lumenében

intralumindlisan helyezkedik el, ami egyiittmiikodésiik egyik alapja.

A 11p-hidroxiszteroid dehidrogendz I-es tipus és a hexoz-6-foszfat dehidrogendz

egyiittmiikodése egy kozos intralumindlis piridinnukleotid poolon alapul

Eredményeink alapjan a gluk6z-6-foszfat, a hexdz-6-foszfat dehidrogenaz
szubsztratja a mikroszomalis kortizon reduktdz aktivitast, azaz a 11pB-hidroxiszteroid
dehidrogenaz 1-es tipusdnak mikodését stimulalta, ami mérhetd kortizoltermelddést
eredményezett. Ugyanigy a 11B-hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es tipusanak

szubsztratja, a kortizon méréseink alapjan a mikroszomalis hexdz-6-foszfat
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dehidrogendz enzimet stimulalta, azaz feltételezhetjiik, hogy a két enzim egy kozos
piridinnukleotid poolt hasznal miikodéséhez az endoplazmas retikulum lumenében.
Ko6zosen hasznalt piridinnukleotid poolra utal az a jelenség is, amit fluorimetrias
NADPH méréseink sordn tapasztalhattunk: a mikroszoméhoz adott kortizon az
intralumindlis  piridinnukleotid poolt oxidalé hatasat glukoz-6-foszfat adasa
visszaforditotta. Az endoplazmas retikulum gluk6z-6-fosztat transzporterének gatlésa a
gluk6z-6-fosztat hatdsat kivédte, ami az 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipust

enzim mitkddésének befolydsoldsara nyujt lehetdséget.

A 11p-hidroxiszteroid dehidrogendz I-es tipusanak szerepe a metabolikus szindroma

kiilonbozo fenotipusainak kialakitasaban

A 11p-hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es tipusanak aktivitasa és expresszioja Zucker és

Goto Kakizaki patkany mdjban és zsirszovetben

Kisérleteink soran tisztdzni szerettiik volna a 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz
l-es tipus maj —&s zsirszoveti enzimének részvételét a metabolikus szindroma
kiilonbozdé fenotipusainak kialakitasaban. Irodalmi adatokbdl ismert, hogy a kovér
Zucker metabolikus szindroma modell patkdnyban a majbeli 11B-hidroxiszteroid
dehidrogendz 1-es tipusanak aktivitisa csokkent, mig a zsirszoveti enzim aktivitdsa
emelkedett. Méréseink soran mind az enzimaktivitds, mind pedig a fehérjeszintii
expreszid tekintetében ugyanerre az eredményre jutottunk. A mégjbeli 11B-
hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es tipus aktivitdscsokkenése a kovér allatban a kontroll
sovany allathoz képest lehet egy a mar kialakult metabolikus szindréma miatti
kompenzatorikus mechanizmus, ami a majbeli kortizolkoncentracié csokkenése révén a
majbeli glukézprodukceidt, igy a keringd vércukorszintet csokkenti. A kovér Zucker
patkdny zsirszovetében a sovany allathoz képest emelkedett 11B-hidroxiszteroid
dehidrogenaz 1-es tipus expresszidt és enzimaktivitast talaltunk. A zsirszoveti 11f3-
hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipus aktivitdsnovekedés a Cushing szindrémahoz
vagy mas okbol kialakult emelkedett kortizolszinttel jaré allapotokhoz hasonloan

abdominalis-visceralis zsirfelhalmozodast okoz.
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Irodalmi adatok szerint a Zucker patkdnyban tapasztalt 1-es tipusa 11p-
hidroxiszteroid dehidrogenaz enzimaktivitds és expresszio szoveti szinti valtozasainak
kialakuk4saban a hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg tengely tulmiikddése 1is
szerepet jatszhat. A tilmikodést alatamasztd adat, hogy a Zucker fat allatok
mellékveséjének tomege, valamint a vizelettel (iritett szabad kortikoszteron
koncentracio a sovany (Zucker lean) allatokéhoz képest emelkedett. Adrenalektomizalt
Zucker fat allatokban pedig a majbeli 1-es tipust 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz
aktivitascsokkenés, illetve a  zsirszoveti aktivitasnovekedés normalizalodott
(Livingstone ¢és mtsai, 2000). Az allatok adrenalektomizaldsa testsulycsokkenést is
okozott, illetve ennek hatasara szdmos metabolikus paraméteriik (pl. hiperinzulinémia)
is rendezddott (Yukimura és mtsai, 1978, Castonguay és mtsai, 1986).

A Goto-Kakizaki 2-es tipusu diabétesz modell patkdnyban az elébbivel
ellentétes iranyl valtozasokat tapasztaltunk. Az allat méjaban a 11B-hidroxiszteroid
dehidrogenaz 1-es tipusanak aktivitdsa a kontrollhoz képest jelentdsen emelkedett volt.
Ugyanezt tapasztaltuk a fehérjeszintli expresszio vizsgalatakor is. A diabéteszes allat
zsirszovetében viszont a kontrollhoz képest némileg csokkent 1-es tipusu 11pB-
hidroxiszteroid dehidrogenaz aktivitast €s expressziot talaltunk. A Goto-Kakizaki
patkany sovany 2-es tipusu diabétesz modell, fenotipusanak kialakuldsdban a csokkent
zsirszoveti 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipusanak aktivitasa szerepet jatszhat,
hiszen zsirszovetben az enzim a lokalis kortizolkoncentraci6 emelésén keresztiil a
hidroxiszteroid dehidrogenaz aktivitas a lokalis kortizolkoncentracid emelésével a
glukoneogenezis ¢és glikogenolizis enzimeinek expresszidjat fokozza, igy a
vércukorkoncentracio, valamint a szérum kortizolkoncentracié emelésével vesz részt az
inzulinrezisztencia, igy a 2-es tipusu diabétesz mellitusz kialakulasaban.

Eredményeinkkel egybevagoan eltér a 11B-hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es
tipusat csak a zsirszovetben, illetve csak a méjban overexpresszald transzgén egér
fenotipusa is. A 11B-hidroxiszteroid dehidrogenazt zsirszovetben overexpresszalo
transzgén egér ugyanis a metabolikus szindroma Osszes tiinetét mutatja: viszceralis
obezitas, hiperlipidémia, inzulinrezisztencia, gluk6z intolerancia, hipertonia jellemzi
(Masuzaki és mtsai, 2001). Ezzel szemben csak a hepatikus 11B-hidroxiszetroid

dehidrogendz 1-es tipust overexpresszald transzgén egér a metabolikus szindroma
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anyagcsereeltérései ¢és tiinetei kialakulnak, kivéve az obezitast (Paterson ¢€s mtsai,
2004).

Kovér embereken késziilt tanulmanyok is ugyanezt tdmasztjdk ala. A vizelettel
iriil6  kortizolmetabolitok alapjan meghatarozott hepatikus 1-es tipusu 11pB-
hidroxiszteroid dehidrogenaz aktivitds kovér embereken csokkent, mig szubkutdn
zsirszovetilkben az enzim aktivitdsa emelkedett a normal testtdmegii emberekkel
Osszehasonlitva (Rask ¢és mtsai, 2001). K&vér ndkben a BMI novekedése a szubkutan
zsirszoveti 1-es tipust 11B-hidroxiszteroid dehidrogendz aktivitdssal pozitiv korrelaciot

mutat (Rask és mtsai, 2002).
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VII. Kovetkeztetések

1. A metabolikus szindréma patogenezisében szerepet jatsz6 11B-hidroxiszteroid
dehidrogendz enzim 1l-es tipus ¢€s a hexo6z-6-foszfat dehidrogenaz enzim
egylttmiikodése egy kozdsen hasznalt intraluminalis piridinnukleotid poolon alapul.

2. Ez a piridinnukleotid pool izolalt, a mikroszéma felszinén miikodé6 NADPH
oxidaz aktivitds szdmara nem elérhetd.

3. A mikroszomalis piridinnukleotid pool féleg NADP'-t, illetve NADPH-t
tartalmaz, mivel két, bizonyitottan NADPH-t hasznal6 intralumindlis enzim, a 11p-
hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipusa és a hexdz-6-foszfat dehidrogendz szubsztratjai
a redox allapotat befolyasoltak. Méréseink alapjan a NADPH/NADP' arany az
endoplazmas retikulum lumenében 8:1-nek adodott, amibdl kb. -376 mV-os
redoxpotencidl kalkulalhato..

4. Oxidalé hatdsu anyagok, a kortizon és a metirapon (a 11B-hidroxiszteroid
dehidrogendz 1-es tipusanak mesterséges szubsztratja) az intraluminalis NADPH poolt
oxidalja. Redukal6 anyagok, kortizol és glukoz-6-foszfat adasa a piridinnukleotid pool
redox allapotat alig befolyasolta, azonban a kortizon oxidalé hatasat visszaforditottak.

5. A piridinnukleotid pool koz6s hasznélatat bizonyitja, hogy kisérleti
rendszerlinkben a hex6z-6-foszfat dehidrogendz szubsztrat glukoz-6-foszfat adasakor
kortizolprodukciot, valamint az 1-es tipusu 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz-szubsztrat
kortizon adasakor hex6z-6-foszfat dehidrogenaz aktivitast tapasztaltunk.

6. 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz enzim 1-es tipusa a metabolikus szindroma
anyagcsereeltéréseinek kialakitdsan tal a betegség fenotipusos megjelenését is
befolyasolja. Kovér fenotipusu metabolikus szindromds Zucker patkanyokon az enzim
aktivitasa és fehérjeszintli expresszioja majban csokkent, mig zsirszovetben emelkedett
volt. A zsirszoveti fokozott expresszio és enzimaktivitas az allatok kovér fenotipusanak
kialakitasaért felelds.

7. Sovany fenotipust 2-es tipusdu diabétesz modell Goto-Kakizaki patkdnyon a
hepatikus 1-es tipusu 11pB-hidroxiszteroid dehidrogendz aktivitds és fehérjeszintli
expresszio jelentés emelkedését, mig a zsirszoveti enzim aktivitdsanak és fehérjeszintii
expressziojanak csokkenését tapasztaltuk a kontroll allathoz képest. A sovany fenotipus

oka feltehetéen a zsirszoveti enzim csokkent aktivitdsa és fehérjeszintli expresszioja,
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mig a hepatikus 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipus aktivitdsanak novekedése

feltehetden a 2-es tipust diabétesz kialakulasdhoz jarul hozza.
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VIII. Osszefoglalds

A metabolikus szindroma inzulinrezisztenciaval, obezitdssal, hipertoniaval,
diszlipidémiaval jellemezhetd korkép. Patogenezisének kutatdsdban az utobbi
évtizedben el6térbe keriilt a 11p-hidroxiszteroid dehidrogenaz 1-es tipusa.

A 11B-hidroxiszteroid dehidrogendz enzim 1-es tipusa a szervezetben szamos
helyen expresszalodik, kiilonésen a maj-és zsirszoveti enzim bir kiemelkedd
jelentdséggel a betegség kialakuldsdban. Miikodése a kortikoszteroid hatds szdveti
szintli szabalyozasaban fontos. Kofaktorként NADPH-t hasznal. Az 1-es tipusu 11f3-
hidroxiszteroid dehidrogenaz aktiv cenruma az endoplazmas retikulumban helyezkedik
el, mikodésének poszttranszlacids szabdlyozésa kofaktorellatdsdnak valtoztatdsdn
keresztiil is lehetséges. Biokémiai és genetikai uton egyarant bizonyitott, hogy az
endoplazmas retikulum hex6z-6-foszfat dehidrogendz enzimével egyiittmiikodnek,
kolcsondsen  biztositva egymds  kofaktorellatdsat. Szamos mads, redukalt
piridinnukleotidokat hasznalé reakcid is ismert az endoplazmas retikulum lumenében,
ami a tobbi redox rendszerbdl kalkulalt oxidativ redoxpotencial mellett feltételezte egy
redukalt allapotu piridinnukleotid pool jelenlétét.

Igazoltuk, hogy a két enzim egylittmikodése az endoplazmas retikulum
lumenében egy izolalt, kozds piridinnukleotid poolon alapul. Mind a 11B-
hidroxiszteroid dehidrogendz 1-es tipus, mind a hex6z-6-foszfat dehidrogendz enzim
szubsztratjai befolyasoljadk ugyanis a piridinnukleotid pool redox allapotat. A
NADPH/NADP" redox rendszer redoxpotenciélja -376 mV-nak adédott.

Vizsgaltuk tovabba, hogy az 1-es tipusu 11B-hidroxiszteroid dehidrogenaz
milyen szerepet jatszik a metabolikus szindroma kiilonb6z6 fenotipusainak
kialakulasaban. Kovér Zucker patkanyon, illetve sovany 2-es tipusu diabétesz modell
patkdnyon igazoltuk a zsirszéveti enzim fokozott, illetve csOkkent aktivitdsat és
fehérjeszintli expresszidjat a metabolikus szindroma kovér, illetve sovany fenotipusanak
kialakulasdban. A hepatikus enzim fokozott expresszidja feltehetden a 2-es tipust
diabétesz patomechanizmusaban fontos. Kovér fenotipusi metabolikus szindromas
patkanyon a hepatikus 1-es tipusu 11p-hidroxiszteroid dehidrogenaz csokkent aktivitdsa
¢s fehérjeszintli expresszioja a mar kialakult metabolikus szindroma miatti

kompenzatorikus jelenség lehet.
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IX. Summary

Metabolic syndrome is one of the most common diseases with a prevalence
about 20-25 %. Its main symptoms are insulin resistance, obesity, hypertension and
dyslipidemia. 11B-hydroxysteroid dehydrogenase type 1 plays an important role in the
pathogenesis of the disease.

11B-hydroxysteroid dehydrogenase type 1 is expressed in many tissues: in the
pathogenesis of the metabolic syndrome enzyme in the liver and adipose tissue is the
most important. Its role is the local regulation of corticosteroid effect. The active site of
the 11B-hydroxysteroid dehydrogenase type 1 is located in the lumen of the
endoplasmic reticulum. The enzyme uses NADPH as a cofactor, the activity can be
regulated via its cofactor supply. The cooperation between 11B-hydroxsteroid type 1
and hexose-6-phosphate dehydrogenase has been proved in a biochemical, as well as in
a genetical way. The basis of their cooperation is the mutual cofactor generation for
each other. Many other reactions are also known that use NADPH in the lumen of the
endoplasmic reticulum, which suppose the existence of a reduced-state pyridine
nucleotide pool.

We have proved that the cooperation of the two enzymes is based on an isolated,
common pyridine nucleotide pool. Both the substrates of 11B-hydroxysteroid
dehydrogenase type 1 and hexose-6-phosphate dehydrogenase can influence the redox
state of this intraluminal pyridine nucleotide pool. The calculated redox potential of the
luminal NADPH/NADP' system is -376 mV.

We have also examined the role of 11B-hydroxysteroid dehydrogenase type 1 in
the phenotype of the metabolic syndrome. We have proved in obese Zucker rat and lean
Goto-Kakizaki type 2 diabetes model rat the increased and decreased protein expression
and activity of the adipose tissue enzyme, respectively. The increased expression and
activity of the hepatic 11B-hydroxysteroid dehydrogenase type 1 in the lean Goto-
Kakizaki rat may be important in the pathogenesis of type 2 diabetes, while the
decreased expression and activity of the enzyme in the liver of the obese Zucker rat may

be a compensatoric effect to the developed metabolic syndrome.
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