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1. Bevezetés 

1.1. Elhízás - metabolikus szindróma - cukorbetegség 

A cukorbetegség évtizedek óta megfigyelhető, járványszerű terjedése a világ 

egészségügyi szervezeteinek küzdelme ellenére is tovább folytatódik (1. ábra). A kórkép 

manapság már nemcsak a fejlett, de a fejlődő országokban is egyre nagyobb problémát 

jelent: a cukorbetegek száma világszerte 347 millióra tehető. A WHO adatai azt mutat-

ták, hogy a diabetes mellitus 2008-ban világviszonylatban a kilencedik vezető halálok 

volt; becslések szerint azonban 2030-ra már a hetedik helyen fog szerepelni [1]. 

 

1. ábra A diabétesz becsült elterjedése világszerte 2025-re [2] 

Az előrejelzést az International Diabetes Federation publikálta 2006-ban, egy átfogó 

tanulmány eredményeinek részeként, melynek során 215 országban gyűjtöttek adatokat 

a cukorbetegségről. Mivel az adatokból óvatos következtetést vontak le, az ábra a dia-

bétesz terjedésének minimum becslését mutatja. 

A betegség két típusát különböztetjük meg. Az 1-es típus, más néven inzulinfüg-

gő, vagy fiatalkori diabétesz az inzulintermelő β-sejtek rendszerint gyors pusztulása 

révén elégtelen inzulintermelést, vagyis inzulinhiányt eredményez. Kialakulásának oka 
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ez idáig nem tisztázott, de nagy valószínűséggel autoimmun betegség, mely az elhízás-

sal, illetve az ahhoz kapcsolódó kórképekkel biztosan nem áll összefüggésben. A cu-

korbetegség másik válfaját, a 2-es típusú, vagy nem inzulinfüggő – korábban 

felnőttkorinak is nevezett – diabéteszt a szervezet nem megfelelő inzulinérzékenysége 

jellemzi. Manapság ez a típus teszi ki az összes cukorbetegség 90%-át [3], és – mivel az 

1-es típusú cukorbetegek száma csak a népesség arányával növekszik, a 2-es típus pedig 

vészesen terjed – ez az arány egyre nagyobb. A nem inzulinfüggő diabétesz kialakulása 

évekig-évtizedekig tartó folyamat, amelyben az örökölt hajlamon túl a hibás táplálkozá-

si szokások és a mozgásszegény életmód, illetve az ezek következményeként kialakuló 

túlsúly, illetve elhízás is jelentős szerepet játszik. Az obezitás és a 2-es típusú diabétesz 

közötti szoros összefüggést számos megfigyelés bizonyítja [4-6]. 

A testtömegindex (angolul: Body Mass Index = BMI) a leginkább alkalmazott 

nemzetközi arányszám a tápláltsági állapot számszerűsítésére. A testtömegindex kiszá-

mításának képlete: BMI = testsúly (kg) / magasság
2
 (m

2
). Hivatalosan akkor beszélünk 

túlsúlyról (BMI ≥ 25 kg/m
2
), amikor a szervezetben a zsír felhalmozódása már eléri azt 

a mértéket, ami az egészséget károsan befolyásolhatja. Ennek súlyosabb formája az el-

hízás (BMI ≥ 30 kg/m
2
). A WHO szerint világviszonylatban a túlsúly és az elhízás több 

ember halálával van összefüggésben, mint az alultápláltság, és már nem csak a fejlett, 

de a fejlődő országok számára is komoly problémát jelent. Egy 2008-ban készült felmé-

rés riasztó adatai alapján a túlsúlyos felnőttek száma meghaladta az 1,4 milliárd főt, 

ezek közül nagyjából félmilliárd, vagyis a Föld teljes népességének több mint 10%-a 

volt elhízott. 2011-es adatok szerint a túlsúly már az öt év alatti gyermekek között is 

meghaladta a 40 millió főt. 

 A túlsúly és a diabétesz kapcsolata különösen nyilvánvaló a metabolikus szind-

rómának nevezett tünetegyüttes esetében, amely voltaképpen átmenet az elhízás és a 2-

es típusú cukorbetegség között, de manapság már külön kórképnek tekintjük. Akkor 

beszélünk metabolikus szindrómáról, ha az alábbi öt kockázati tényező közül legalább 

három egyszerre jelen van: törzskörüli („alma-szerű”) elhízás, magas vérnyomás, magas 

trigliceridszint, alacsony HDL-szint és inzulinrezisztencia. A metabolikus szindróma 

számos további betegség (pl. kardiovaszkuláris betegségek) kockázatát növeli, és jel-

lemzően a diabétesz felé progrediál [7]. A kórkép gyors terjedése miatt komoly igény 

van olyan hatóanyagok tervezésére és alkalmazására, melyek védenek a metabolikus 
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szindróma kialakulásával szemben. Nehézséget jelent, hogy, bár a rizikófaktorok jól 

ismertek, a betegség kialakulásának pontos biokémiai mechanizmusai még tisztázásra 

szorulnak. 

1.2. Táplálkozási tényezők 

 Nyilvánvaló, hogy a fenti metabolikus betegségek kialakulását és súlyosbodását 

genetikai faktorok, illetve a csökkent fizikai aktivitás mellett elsősorban táplálkozási 

tényezők befolyásolják. Az ilyen típusú kórképek és a XX. század elejétől egyre elter-

jedtebb ún. „nyugati étrend” közti korrelációt korán felismerték, és már a század köze-

pén publikálták [8]. Számos korai tanulmány a megváltozott étrend vonatkozásában 

elsősorban a zsírok fokozott bevitelére koncentrált, és annak tulajdonította az egészség-

re káros hatásokat. Az 1960-as években azonban felfigyeltek arra, hogy a nyugati étrend 

szénhidrátban is rendkívül gazdag, és elkezdték vizsgálni ennek hatásait az elhízással 

kapcsolatos betegségekre [9]. Egyértelműen bebizonyosodott, hogy a fokozott cukorfo-

gyasztás nagymértékben növeli – többek között – az anyagcsere-betegségek kialakulá-

sának kockázatát (2. ábra) [10, 11], ennek hatásmechanizmusa azonban eltér a magas 

zsírtartalmú diéta okozta metabolikus zavarokétól [12-14]. 

 

2. ábra Cukorfogyasztás növekedése 1700-1978 az Egyesült Királyságban és 1975-

2000 az Egyesült Államokban (kék), összevetve az elhízás gyakoriságával az USA-ban 

(piros) [7] 
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Kiderült továbbá az is, hogy nem csak az elfogyasztott szénhidrát mennyisége 

meghatározó, hanem az azt felépítő monoszacharid alegységek megoszlása is. Megálla-

pították, hogy a metabolikus zavarok kialakulása szempontjából a cukor fruktóztartalma 

kritikus tényező [15]. 

1.2.1. Fruktóz 

A fruktóz, más néven gyümölcscukor egyszerű, hat szénatomos monoszacharid, 

mely számos élelmiszerben megtalálható, akár szabad formában, akár egy glukóz mole-

kulával kapcsoltan diszacharidként (szacharóz). Élelmiszeripari felhasználása az utóbbi 

évtizedekben nagymértékben növekedett, kiváltképp az 1960-as évektől előállított ma-

gas fruktóztartalmú kukoricaszirup elterjedésével, melyet számos élelmiszer, különösen 

üdítőitalok édesítésére használnak [16]. A béllumenből a bélhámsejtekbe való felszívó-

dás a specifikus GLUT5 fehérjén keresztül valósul meg, innen a véráramba jutást pedig 

a sejtek bazolaterális membránjában elhelyezkedő GLUT2 transzporter teszi lehetővé. A 

fruktóz transzportja (a glukózéval ellentétben) nem ATP-igényes folyamat, illetve a Na
+
 

felszívódásától is független [16]. Újabb kutatások szerint a glukóz, illetve bizonyos 

aminosavak elősegítik a fruktóz hatékony felszívódását a bélből, ennek mechanizmusa 

azonban még nem teljesen tisztázott [17]. A felszívódott fruktóz egy részét a bélsejtek 

lebontják, az intermedierekből pedig zsírsavakat és glukózt szintetizálnak. A bél de 

novo lipogenetikus és glukoneogenetikus aktivitásának fokozásán keresztül a fruktóz 

másodlagos hatást is gyakorol a perifériás anyagcsere-folyamatokra [18, 19]. A bélsej-

tekben nem felhasznált fruktóz a portális keringésbe, ezen keresztül a májba jut. A 

hepatociták a felszívódott fruktóz jelentős részét GLUT2 transzportereken keresztül 

felveszik, majd a fruktokináz enzim segítségével fruktóz-1-foszfáttá alakítják, ami ez 

után gliceraldehid-3-foszfát, illetve dihidroxiaceton-foszfát formájában lép be a 

glikolízisbe. A keringésben megmaradt fruktóz az extrahepatikus szövetekbe (elsősor-

ban a vázizomba és a zsírszövetbe) kerül, ahol a hexokináz alternatív szubsztrátjaként 

közvetlenül fruktóz-6-foszfáttá alakulva kapcsolódik a glikolízishez. Ez azt jelenti, hogy 

a fruktóz az általános anyagcsere legfontosabb szöveteiben (máj, izom és zsírszövet) 

egyaránt hozzájárul a glikolízis kezdeti intermedierei, a glukóz-6-foszfát és a fruktóz-6-
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foszfát koncentrációjának emelkedéséhez (3. ábra). Fontos kiemelni, hogy a fruktóz 

májsejtekre jellemző lebontási útja kikerüli a glikolízis kezdeti lépéseit, így a szabályo-

zott foszfofruktokináz 1 enzimet is. Ilyeténképpen a fruktóz lebontása egyrészt inzulin-

tól független, másrészt mentesül a citrát és az ATP visszacsatolásos gátlása alól, vagyis 

a glukóz lebontásával ellentétben szabályozatlan, ráadásul annál gyorsabb folyamat. 

Fruktóz lebontásakor a glicerin-3-foszfát és az acetil-KoA folyamatos termelődése fo-

kozza a májban a lipogenezist és a VLDL-termelést [20]. (3. ábra) 

 

3. ábra A fruktóz lebontása 

A fruktóz lebontása zsír- és izomszövetben, illetve a vesékben a hexokináz, májszövetben 

a fruktokináz enzim által katalizált lépéssel kezdődik. Az intermedierek minden szövettí-

pusban belépnek a glikolízisbe (kék háttér), amin keresztül végső soron hozzájárulnak 

többek között a trigliceridek szintéziséhez. Mivel a májban kikerülik a foszfofruktokináz-

1 enzimet, lebontásuk szabályozatlanul zajlik, így a belőlük kiinduló szintetikus folya-

matok felgyorsulnak. 
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További különbség a glukózhoz képest, hogy a hasnyálmirigyben történő inzu-

lintermelést a fruktóz önmagában nem fokozza (csak glukóz jelenlétében, az édes íz 

receptorok aktiválásán keresztül [21]), vagyis a plazma trigliceridszintjének növekedé-

sét fruktózfogyasztást követően nem kíséri az inzulinkoncentráció emelkedése. Nem 

gátolja továbbá a legfontosabb étvágystimuláló hormon, a ghrelin termelődését, és nem 

stimulálja az étvágycsökkentő leptin hormon szekrécióját sem, vagyis kevésbé okoz 

jóllakottság érzetet, így növeli a táplálékbevitelt [22-24]. Korábban a fruktózt viszony-

lag alacsony glikémiás indexe miatt (a glukózénak mintegy 20%-a) ígéretes édesítő-

szernek tartották, ezért fogyasztásának hosszabb távú hatásaival is számos, mind 

humán, mind állatmodelleken végzett tanulmány foglalkozott. Az eredmények – a me-

tabolikus és kardiovaszkuláris állapotot összességében tekintve – túlnyomórészt inkább 

negatív hatásokra mutattak rá. Bizonyos esetekben megfigyelhető volt ugyan a vércu-

korszint csökkenése, ám a plazma triglicerid- és koleszterinszintje mindig emelkedett, 

és a HDL mennyisége egyidejűleg csökkent [16, 25]. Összességében megállapítható, 

hogy a fokozott fruktózfogyasztás egyfelől hormonális szabályozás révén megnöveli az 

energiabevitelt, hozzájárulva ezzel az elhízáshoz; másfelől a metabolikus folyamatok 

sejten belüli szabályozásának felborításával fokozza számos anyagcsere-betegség kiala-

kulásának kockázatát, és elősegíti progresszióját. A fokozott fruktózbevitelnek az elhí-

zás, a metabolikus szindróma és a diabétesz kialakulásában betöltött szerepe jelenleg is 

intenzív kutatás tárgyát képezi. A háttérben húzódó molekuláris mechanizmusok alapo-

sabb megismerése egészségügyi szempontból is rendkívül fontos.  

1.2.2. Tea 

A távol-keleti országok lakói az említett táplálkozási és életmódbeli tényezők 

tekintetében magas rizikójú populációnak tekinthetők: dohányzásban messze megelőzik 

a nyugati országokat, étrendjük pedig zsírban és szénhidrátban gazdag. Ennek ellenére 

ezekben az országokban az elhízás, a diabétesz, a kardiovaszkuláris betegségek és egyes 

daganatos elváltozások gyakorisága egyaránt alacsonyabb a nyugati országokban meg-

figyelhetőnél. Ezt a jelenséget nevezik „ázsiai paradoxonnak” [26]. A látszólagos el-

lentmondás feloldására irányuló magyarázatok közül a legelfogadottabb a rendszeres 
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zöldtea fogyasztásban látja a megoldást: az ázsiai régióban egy főre átlagosan napi 1,2 

liter jut, ami messze meghaladja az európai és észak-amerikai teafogyasztást. 

A tea az Indiától a távol-keleti országokig őshonos Camellia sinensis növény le-

veléből készül. Közel 4000 különböző bioaktív molekulát tartalmaz, melyek nagyjából 

egyharmadát polifenolok alkotják [27]. A tealevelek fermentálásának mértéke és módja 

alapján a tea három fajtáját különböztetjük meg: zöld (nem fermentált), oolong (enyhén 

fermentált) és fekete, vagy vörös (fermentált). A zöldtea esetében a leveleket betakarítás 

után azonnal, többször egymás után gőzölik (Japánban), vagy melegítik, pörkölik (Kí-

nában), így inaktiválják a növény polifenol-oxidáz enzimeit, megakadályozva a 

polifenolok oxidációját, és polimerizálódását. Ennek köszönhető az is, hogy a levelek 

zöld színűek maradnak.  

1.2.2.1. Katekinek 

Előállításának köszönhetően a zöldtea flavonoid tartalmának kb. 80%-át 

katekinek alkotják, szemben a fekete teával, ahol ez mindössze 20-30%. Ezért a táplál-

kozásban a katekinek legjelentősebb természetes forrása a zöldtea, megelőzve a többi 

teát, illetve egyéb katekintartalmú élelmiszereket, mint pl. vörösbor, kékszőlő, alma, 

vagy csokoládé [28-30]. A tea elsősorban négy különböző típusú katekint tartalmaz, 

ezek az (-)-epikatekin, az (-)-epikatekin-3-gallát, az (-)-epigallokatekin és (-)-

epigallokatekin-3-gallát [31]. Közülük az utóbbi (EGCG) a legjelentősebb, mely a szárí-

tott tea teljes tömegének mintegy tized részét teszi ki [32]. Ennek a vegyületnek tulaj-

donítják a teafogyasztás jótékony hatásainak túlnyomó részét. Különböző élettani és 

biokémiai hatásaival számtalan átfogó tanulmány foglalkozik. Jelentős antioxidáns ha-

tással bír: megköti a szabad gyököket [33], védelmet nyújt az oxidatív DNS-

károsodással [34], a lipidperoxidációval [35], valamint ROS-képződéssel [30] szemben. 

Antiallergén [36], akadályozza az érfalon a plakkok keletkezését [37, 38], gátolja a 

sejtproliferációt [39], csökkenti a tumoros elváltozások kialakulásának kockázatát [26, 

40, 41]. Különböző anyagcsere-betegségekben betöltött jótékony szerepe is igen széles 

körű irodalommal rendelkezik: temérdek kutatás bizonyítja, hogy az EGCG hatékonyan 

véd az elhízás, a metabolikus szindróma és a 2-es típusú cukorbetegség ellen [42-47]. 
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Ezek nagyrészt humán, vagy állatmodellen végzett tanulmányok, melyek átfogóan vizs-

gálják a megfigyelt személyek, vagy egyedek metabolikus állapotát. Következésképpen 

az EGCG hatását a teljes anyagcserére, vagy bizonyos kórképekre jól ismerjük, a mö-

götte rejlő molekuláris folyamatok azonban még nagyrészt tisztázatlanok. 

1.3. Kortizolhatás, Cushing-szindróma 

 Emberben a legfontosabb glukokortikoid hormon a kortizol, melyet a mellékve-

sekéreg szekretál, és plazmaszintje a hipotalamusz-agyalapi mirigy-mellékvese tengely 

irányítása alatt áll. Napszaktól függő ciklusán kívül számos különböző stresszhatás (sé-

rülés, fertőzés, gyulladás, éhezés stb.) eredményeként a plazma kortizolszintje meg-

emelkedik, segítve az adott stresszhez való alkalmazkodást. Hatása sokrétű: elősegíti az 

energiaraktárak mobilizálását, véd a sokkhatás ellen, szerepet játszik az immunválasz-

ban stb. A kortizol sok tekintetben – bár nem annyira azonnali, mint inkább adaptív 

módon – az inzulin antagonistájának tekinthető. Mint az egyik legfontosabb 

stresszhormon, éhezéskor is termelődik, és többek között serkenti a glukoneogenezis 

enzimei, valamint a β-receptorok expresszióját, gátolja az inzulinreceptort, a GLUT4 

kihelyeződését stb. [48, 49]. Ha azonban az emelkedett kortizolszekréció folyamatos, a 

hormon koncentrációja a vérben tartósan megemelkedik, illetve szintjének ciklikus vál-

takozása felborul, hatásai kórossá válnak, és kialakulhat az ún. Cushing-szindróma. Ez 

egy igen súlyos endokrin betegség, melyet – leggyakrabban valamilyen tumoros elvál-

tozás következtében – a mellékvesekéreg túlműködése okoz. A folyamatos és túlzott 

hormonhatás számos komoly szövődményhez vezet, egyebek mellett kialakul elhízás, 

magas vérnyomás, magas trigliceridszint, alacsony HDL-szint, illetve inzulinreziszten-

cia. Ha a betegséget nem kezelik időben, következményként szinte minden esetben 2-es 

típusú cukorbetegség is kifejlődik [50]. Szembetűnő, hogy e hiperkortizolémia követ-

kezményeként kialakuló betegség tünetei milyen nagy mértékben fednek át a metaboli-

kus szindrómával [51, 52], ahol azonban nem figyelhető meg emelkedett plazma 

kortizolszint. Sőt, bizonyos esetekben az elhízott egyének vérében alacsonyabb kon-

centrációt mértek, mint a sovány testalkatúakéban[53-55]. 
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 A Cushing-szindróma és a metabolikus szindróma tüneteinek jelentős hasonló-

sága tehát azt sugallja, hogy utóbbi betegségben is kulcsszerepe lehet a fokozott 

kortizolhatásnak. Kérdés, hogy metabolikus szindrómában kialakulhat-e a túlzott hor-

monhatás a plazma kortizolszintjének emelkedése nélkül is.  

1.4. Perifériás kortizolciklus 

Míg a hagyományos endokrinológia a hormonok mennyiségi változásait első-

sorban a plazmában vizsgálta, újabb kutatások rávilágítottak a különböző szövetekben 

észlelhető hormonkoncentrációk eltéréseire és ennek jelentőségére. Számos olyan hor-

mon ismert, mely keletkezésének helyéről inaktív formában (prohormonként) jut el a 

célszövetig, ahol valamilyen enzimatikus lépés(ek)en keresztül aktiválódik. Előfordul az 

is, hogy az aktív hormon egyes szövetekben inaktív vegyületté alakul, és így kerül visz-

sza a keringésbe. Ilyen transzformációkon alapul a kortizolnak – a mellékvesekéreg által 

aktuálisan termelt mennyiségtől független – szövetek közti fluktuációja is. Ezt a hormon 

inaktiválását, illetve prohormonból (kortizonból) való re-aktiválását végző enzimaktivi-

tások szervek közötti sajátos megoszlása teszi lehetővé. A kortizol kortizonná alakítása 

elsősorban a vesében és a bőr alatti zsírszövetben történik; az így keletkező kortizon 

pedig főként a zsigeri zsírszövetben és a májban alakul vissza aktív kortizollá [56]. Az 

elmúlt évtized során világossá vált, hogy a kortizolhatás jelentős hányada e loká-

lis/prereceptoriális aktiválódásnak tulajdonítható [57]. Izotópos jelölés segítségével 

megállapították, hogy a szöveti kortizol-újratermelésből annyi aktív hormon származik, 

mint a mellékvesekéreg által újonnan termelt mennyiség 25%-a [58]. Ennek pedig nagy-

jából egyharmada a májból, kétharmada a zsigeri (hasűri/viszcerális) zsírszövetből 

származik [59]. 
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1.4.1. 11β-hidroxiszteroid-dehidrogenázok 

A kortizol hormon és a kortizon prohormon egymásba alakítását a perifériás 

szövetekben a 11β-hidroxiszteroid-dehidrogenáz enzimek katalizálják. 

Emlősökben két típusa ismert: a kettes típusú izoenzim (11βHSD2) elsősorban a 

vesében, a bélrendszerben és a nyálmirigyekben fejeződik ki. Sejten belüli elhelyezke-

dését tekintve citoszolikus fehérje, mely NAD
+
 koenzim segítségével oxidálja a 

kortizolt korzionná, vagyis a hormon inaktivációját katalizálja. Prereceptoriális 

ligandspecificitást biztosító szerepe a mineralokortikoid-célszövetekben kulcsfontossá-

gú. Itt ugyanis inaktiválni kell a kortizolt, hogy a nem-szelektív mineralokortikoid re-

ceptorokhoz kötve ne válthasson ki aldoszteronszerű hatásokat [60]. 

Az egyes típus (11βHSD1) ezzel szemben a glukokortikoid-célszervekben, azaz 

a májban, a vázizomzatban, valamint a zsírszövetben van jelen, és általában ellentétes 

irányú reakciót, vagyis a kortizol prereceptoriális termelődését katalizálja (kivéve a bőr 

alatti zsírszövetben, ahol inaktiválja a hormont) [61]. Intracelluláris lokalizációja és 

kofaktorigénye is eltér a 2-es típusú izoenzimétől, ugyanis az endoplazmás retikulum 

membránjához kötve, annak lumenében helyezkedik el, koenzimként pedig – a reakció 

irányától függően – NADP
+
-t vagy NADPH-t használ [62, 63]. Ez azért fontos, mert az 

organellum membránja piridin-nukleotidok számára átjárhatatlan, vagyis a reakció kata-

líziséhez kizárólag az endoplazmás retikulum elkülönült, luminális NADPH-készlete áll 

rendelkezésre. Az enzim által elhasznált NADPH újratermelődését, vagyis a NADP
+
 

visszaredukálását a szintén luminális és a 11βHSD1-hez fizikailag is kapcsolt hexóz-6-

foszfát-dehidrogenáz enzim (H6PD) végzi, miközben glukóz-6-foszfát (G6P) 6-foszfo-

glukonáttá (6PG) való átalakulását katalizálja [64-66]. Szubsztrátja, a G6P egy szelektív 

transzporter fehérjén, a glukóz-6-foszfát-transzporteren (G6PT) keresztül jut be az 

endoplazmás retikulum lumenébe [67]. Ahol a H6PD nem redukálja vissza a keletkezett 

NADP
+
-t NADPH-vá, ott az enzim oxidál, vagyis kortizol-kortizon átalakulást katalizál. 

Így végső soron a 11βHSD1 megfelelő funkciójához nem csak maga az enzim jelenléte 

és épsége szükséges, hanem az említett három fehérjéből álló „katalitikus triád” egészé-

nek együttes működése (4. ábra). 
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4. ábra A G6PT-H6PD-11βHSD1 katalitikus triád működése 

A kortizol perifériás aktiválásához az endoplazmás retikulumban mindhárom enzim 

jelenléte és megfelelő működése, valamint szubsztrátként inaktív kortizon és G6P szük-

séges. Miután a G6P specifikus transzport segítségével a lumenbe kerül, a H6PD által 

katalizált reakcióban 6PG-vá alakul. Ez a reakció tartja fenn a kortizon-kortizol átala-

kuláshoz, vagyis a 11βHSD1 aktivitásához szükséges NADPH-szintet. 

1.5. Az endoplazmás retikulum tápanyagszenzor funkciója 

A szinte minden eukarióta sejtben megtalálható endoplazmás retikulum a citop-

lazmától jelentősen eltérő proteommal, metabolommal és redox környezettel rendelkező 

sejtszervecske. A magmembránnal is összefüggő folytonos membrán határolja, és az 

ezen keresztüli szabályozott anyagforgalom zömében szelektív transzportereken keresz-

tül zajlik [68-74]. Az organellum lumenének jellegzetes összetétele szükséges feltétele a 

benne zajló számos folyamat megfelelő működésének [75]. Az endoplazmás retikulum 

az intermedier anyagcsere sok útvonalában (pl. glukoneogenezis, koleszterin-, zsírsav-, 

trigliceridszintézis) szerepet játszik, és helyt ad a glukuronidációnak, valamint a fehér-

jék poszt-transzlációs módosításának is [76-80]. Bizonyos anyagcsere-intermedierek 

szintje alapján állandóan észleli a környezet változásait, melyekre az endoplazmás 

retikulum stressz különböző fokozataival folyamatosan reagál, segítve ezzel a változó 
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igényekhez való alkalmazkodást [63, 81-84]. A koleszterin, zsírsavak, G6P mennyisé-

gén, valamint a tiol/diszulfid és piridin-nukleotidok redox állapotán keresztül érzékeli a 

sejt aktuális tápanyag-ellátottságát, aminek függvényében kitüntetett jelpályákat akti-

válhat [85]. Munkacsoportunk kimutatta, hogy az endoplazmás retikulum piridin-

nukleotidjainak redox státusza érzékenyen reagál a tápanyag-ellátottságra. Jóllakott ál-

lapotban a NADPH-szint és egyben az organellum kortizoltermelő kapacitása emelke-

dik [86]. Feltételezhető, hogy a jelenség hátterében a G6P megemelkedett citoszolikus 

koncentrációja áll, amely a G6PT közvetítésével az endoplazmás retikulum lumenében 

is fokozza a H6PD szubsztrátellátottságát, és stimulálhatja a lokális NADPH-termelést. 

Folyamatos tápanyag-túlkínálat esetén tehát számolni lehet tehát a perifériás 

kortizolszintézis kóros mértékű fokozódásával is [87]. 
 

1.6. Prereceptoriális kortizoltermelés és metabolikus szindróma 

A 11βHSD enzimek megoszlása a szervezetben, valamint az 1-es típusú 

izoforma változó irányú aktivitása, melynek eredménye, hogy a kortizol bizonyos szö-

vetekben aktív, másutt inaktív formában van jelen, lehetővé tesz tehát egy dinamikus 

kortizol-újrafelhasználódást a szövetek között anélkül, hogy a hormon koncentrációja a 

szérumban változna. Ez a megfigyelés, illetve a kortizol fentebb részletezett, anyagcse-

rét érintő hatásai rávilágítottak a hormon prereceptoriális metabolizmusának lehetséges 

szerepére különböző anyagcsere-betegségek patomechanizmusában [88]. A feltételezést 

transzgenikus, illetve génkiütött állatmodelleken végzett kísérletek eredményei is alá-

támasztják: azon egerek, amelyekben kiütötték a 11βHSD1 [89, 90], vagy a H6PD [91, 

92] enzim génjét, sovány testalkatúak lettek, hipoglikémiát, valamint magas glukóz-

toleranciát mutattak, és ellenállóak voltak 2-es típusú cukorbetegségre vezető étrenddel 

szemben. Bármelyik enzim hiánya a perifériás kortizoltermelés nagyfokú csökkenését 

eredményezi, ami eltolja az egész szervezet metabolikus állapotát, stabil ellenálló ké-

pességet kialakítva az anyagcsere-betegségekkel szemben. Ugyanakkor a zsírszövetben 

túltermeltetett 11βHSD1 lényegében a komplett metabolikus szindróma kifejlődését 

előidézte [93]. Az enzim májban való szelektív túltermelése pedig a metabolikus szind-

róma tüneteihez vezetett, bár elhízás nélkül [94]. Ezen eredmények azt mutatják, hogy a 
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kortizol prereceptoriális aktiválódásának fokozása – szövetenként eltérő tüneteket okoz-

va – összességében metabolikus szindrómához vezet. 

1.7. A lokális kortizoltermelés mint gyógyszertámadáspont 

A prereceptoriális kortizoltermelés jelentőségének és metabolikus szindrómában 

betöltött szerepének felismerése lendületet adott a 11βHSD-gátlószerek mint új 

antidiabetikumok fejlesztésének. [95, 96]. Ilyesfajta hatóanyag tervezése nem egyszerű 

feladat, mert a kívánt hatás elérésére többszörös szelektivitást kell elérni. Alapvető elvá-

rás a hatóanyaggal szemben, hogy kizárólag az egyes típusú izoenzimet gátolja, mert a 

kettes típusú gátlásával megakadályoznánk a kortizol inaktiválódását a 

mineralokortikoid célszövetekben, ezzel az egész szervezet só-víz háztartása felborulna, 

aminek igen súlyos következményei lennének. A kipróbált, szelektív 11βHSD1-gátló 

gyógyszerjelölt molekuláknak ugyan valóban jótékony hatásuk volt, de a várt áttörést 

nem hozták meg a kórkép kezelésében. Ennek valószínű oka, hogy a 11βHSD1 

kortizoltermelő aktivitása mellett a szubkután zsírszövetben jellemző – és nem elhanya-

golható mértékű – kortizol-inaktiváló aktivitása is gátlás alá kerül. A kezelés hatékony-

ságát minden bizonnyal jelentősen fokozná, ha a 11βHSD1 szelektív gátlószere az 

enzim működését csak a kortizoltermelés irányában gátolná, a kortizontermelés irányá-

ban pedig legalábbis nem akadályozná, esetleg serkentené [97]. Ez azonban 

enzimológiai szempontból – tekintve, hogy a biokatalizátorok csupán az adott reakció 

sebességét képesek befolyásolni, irányát nem – nehezen megvalósítható feladat. 
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2. Célkitűzések 

 Kutatásainkkal az említett diabetogén (fruktózfogyasztás) és antidiabetikus 

(katekinbevitel) táplálkozási tényezők hatásának mechanizmusait kívántuk tanulmá-

nyozni. Különösen azt vizsgáltuk, hogy az in vivo megfigyelt hatásukban szerepet játsz-

hat-e – legalább részben – az endoplazmás retikulum kortizolmetabolizmusának 

befolyásolása. Konkrét célunk volt annak tisztázása, hogy a fruktóz-anyagcsere és a 

glikolízis köztiterméke, a fruktóz-6-foszfát (F6P) vajon fokozza-e, illetve a zöldtea 

katekin EGCG gátolja-e a mikroszomális G6PT-H6PD-11βHSD1 katalitikus triád 

kortizoltermelő aktivitását, mely a célsejtekben a glukokortikoid-hatás fontos, 

prereceptoriális meghatározója. 

 

Kísérleteinkkel az alábbi kérdésekre kerestünk választ: 

 

- Hogyan befolyásolja a F6P máj mikroszóma kortizoltermelését? 

- Hozzá tud-e járulni a F6P a máj és zsír eredetű mikroszóma NADPH-

termeléséhez? 

- Bejut-e a F6P az endoplazmás retikulum lumenébe? 

- A F6P G6P-tá alakulása szükséges-e a feltételezett hatások kialakulásához az 

endoplazmás retikulumban? 

 

- Hogyan hat az EGCG a mikroszomális kortizoltermelésre? 

- Befolyásolja-e az EGCG a G6PT-H6PD-11βHSD1 katalitikus triád egyes fehér-

jekomponenseinek aktivitását? 

- Befolyásolja-e az EGCG a luminális redox állapotot; és ha igen, hogyan? 

- Specifikusnak tekinthetők-e az EGCG feltételezett mikroszomális hatásai vagy 

csupán egy általános redox effektus részei? 
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3. Módszerek 

3.1. Mikroszómapreparálás 

A mikroszóma differenciál-centrifugálással izolált, membrándús sejtfrakció, 

mely nagyrészt endoplazmás retikulumot tartalmaz. Kísérleteinkhez 180-230 g testtö-

megű, hím Wistar patkányokat használtunk. Egy éjszakás éheztetés után az állatok má-

ját, illetve viszcerális zsírszövetét eltávolítottuk, apró darabokra vágtuk, majd jéghideg 

szacharóz-HEPES pufferoldatban (0,3 M szacharóz / 20 mM HEPES / pH 7,0) Potter-

Elvehjem eszköz segítségével egyenletesre homogenizáltuk. Az így kapott 

homogenátumot azonos pufferben kb. ötszörösére hígítottuk, és alaposan felszuszpen-

dáltuk, majd lecentrifugáltuk (1000 x g / 10 perc / 4°C). A kapott felülúszóból újabb 

centrifugálással (11 000 x g / 20 perc / 4°C) ülepítettük a mitokondriális frakciót. Az így 

keletkezett felülúszó ultracentrifugálásával (100 000 g / 60 perc / 4°C) kinyertük belőle 

a mikroszómát tartalmazó frakciót. A pelletet MOPS-KCl (100 mM KCl / 20 mM NaCl 

/ 1 mM MgCl2 / 20 mM MOPS / pH 7,2) pufferben reszuszpendáltuk, majd megismétel-

tük a legutóbbi centrifugálási lépést [98]. Végül a pelletet ismét MOPS-KCL pufferben 

szuszpendáltuk úgy, hogy a fehérjekoncentráció nagyjából 50 mg/ml legyen. Az elké-

szült mikroszóma-preparátumokat 250 l-es egységekben fagyasztócsövekbe osztva 

azonnal fagyasztottuk, és felhasználásig folyékony nitrogénben tároltuk. A minták fe-

hérjekoncentrációját Bio-Rad fehérjemérő próbával határoztuk meg, ismert, pontos kon-

centrációjú marha szérumalbumin fehérjeoldathoz hasonlítva. 

A mikroszómafrakció tisztaságáról az endoplazmás retikulum, illetve más 

szubcelluláris kompartmentek specifikus marker enzimeinek kimutatásával győződtünk 

meg [99, 100]. A máj mikroszóma membránjának épségét a mannóz-6-foszfatáz 

latenciájának mérésével ellenőriztük [101], amely minden esetben legalább 95% volt. 

Azon kísérletekben, ahol szükséges volt a mikroszóma permeabilizálása, 

alamethicint vagy deoxikolátot alkalmaztunk. Az alamethicin gomba eredetű, 20 amino-

savból álló peptid, mely a membránba illeszkedve pórusokat képez [102]. A deoxikolát 

kíméletes, biológiai detergens, egy másodlagos epesav sója [103]. Fontos, hogy mindkét 
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vegyület úgy teszi átjárhatóvá a mikroszomális membránt, hogy eközben megtartja an-

nak integritását és a vezikulumok struktúráját. 

3.2. Glukóztermelés 

 Patkány májból izolált mikroszómapreparátumokat 0,5 mg/ml fehérjekoncentrá-

cióra higítottunk, majd mikrocentrifuga csövekbe osztottunk. A mintákat 37°C-os szá-

raz blokkba helyeztük, és 2 mM G6P, vagy F6P jelenlétében inkubáltuk. A reakciót hő-

denaturációval (100°C, 5 perc) állítottuk le. Az így kicsapott fehérjéket centrifugálással 

ülepítettük (20 000 g, 10 perc, 4°C), majd meghatároztuk a felülúszó glukóztartalmát. A 

mérést a Sigma-Aldrich által forgalmazott „Glucose (GO) Assay Kit” segítségével vé-

geztük, a gyártó utasításai alapján. 

3.3. Mikroszomális kortizon-kortizol átalakulás 

 A 11βHSD1 enzim aktivitását közvetve és közvetlenül is mértük. A kortizon-

redukció mértékének meghatározására az intakt patkány máj mikroszómát MOPS-KCl 

pufferben 0,5 mg/ml fehérjekoncentrációra higítottunk, majd 5 µM kortizon, és 50 µM 

G6P, vagy F6P jelenlétében inkubáltunk. A kortizol oxidációját hasonló kísérleti kö-

rülmények között vizsgáltunk alamethicinnel (0,1 mg/mg fehérje) előkezelt, vagyis 

permeabilizált mikroszómában, 5 µM kortizon, és 50 µM NADP
+
 hozzáadása után. A 

kísérleteket mikrocentrifuga csövekben végeztük, 150 µl térfogatban, 37°C-on, 30 per-

cen keresztül. A reakciót minden esetben 150 µl jéghideg metanol hozzáadásával állítot-

tuk le, ezután a mintákat a HPLC-vel történő kortizon/kortizol mérésig -20°C-on 

tároltuk. 

3.4. H6P-izomeráz aktivitás 

 Az izomeráz aktivitást közvetett módon vizsgáltuk, bakteriális (Leuconostoc 

mesenteroides) eredetű G6PD enzim segítségével. Mivel az enzim NAD
+
 kofaktort 

használ, az általa katalizált reakció, a NADP
+
-függő H6PD aktivitásától függetlenül 
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vizsgálható. Mosott mikroszóma-, illetve citoszolikus frakciókat inkubáltunk MOPS-

KCl pufferben, 22°C-on. A G6PD enzim jelenlétében a NADH-szint növekedése egye-

nesen arányos a sebességmeghatározó F6P-G6P átalakulással. F6P hozzáadása után 

tehát az izomerizáció a NADH-keletkezés fluoreszcens detektálásával valós időben 

nyomonkövethető. A méréseket Cary Eclipse spektrofluoriméter felhasználásával vé-

geztük, 350 nm excitációs és 460 nm emissziós hullámhosszokon. A pH-érzékenység 

vizsgálatához a reakcióelegy pH értékét HCl, illetve NaOH hozzáadásával változtattuk. 

3.5. Mikroszomális fruktóz-6-foszfát-transzport 

 A mikroszomális F6P-felvételt rapid filtrációs technikával mértük [104]. Rövi-

den: 1 mg/ml fehérjekoncentrációjú mikroszómaszuszpenziót inkubáltunk KCl-MOPS 

pufferben, 10-1000 μM F6P, és D-[
14

C]F6P (20 μCi/ml) jelenlétében (American 

Radiolabeled Chemicals), 22°C-on. 30 másodperc inkubáció után a mintákat 0,22 μm 

pórusméretű cellulóz acetát/nitrát membránon keresztül szűrtük, majd a filtereket 4 ml, 

20 mM HEPES pufferrel (pH 7,2) mostuk. A puffer tartalmazott 250 mM szacharózt és 

1 mM DIDS-t (az anion-permeabilitás általános gátlószerét), hogy csökkentsük a 

vezikuláris F6P esetleges kiáramlását a mosási lépés közben [105]. A filterek által fel-

fogott, mikroszómához asszociált teljes radioaktivitást folyadékszcintillációs számláló-

val mértük. Az intravezikuláris, és kötődő radioaktivitás szétválasztására az inkubációs 

elegy tartalmazott 0,1% deoxikolátot. A radioaktivitás deoxikolát-által felszabadított 

részét tekintettük intravezikulárisnak. 

3.6. Myc „tag”-gel jelölt H6PD affinitás tisztítása 

A H6PD enzimet a korábban leírt eljárással izoláltuk [106]. Röviden: HEK-293 

sejtvonalat, C-terminálison myc-jelölt H6PD konstrukcióval [107], kalcium-foszfát csa-

padék segítségével transzfektáltunk. A sejteket 48 órával a transzfekció után kétszer 

mostuk PBS pufferrel (pH 7,4), majd M2 lízispufferben (50 mM Tris (pH 7,4) / 150 

mM NaCl / 10% glicerin / 1% Triton X-100 / 0,5 mM EDTA / 0,5 mM EGTA / 50 mM 

NaF / 40 mM β-glicerofoszfát / 5 mM tetranátrium-pirofoszfát / 0,1 mM nátrium-
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vanadát / 10 μg/ml aprotinin / 5 μg/ml leupeptin / 2 mM PMSF) lizáltuk egy órán ke-

resztül, 4°C-on. Ülepítés után a fehérje-tartalmú felülúszót myc elleni antitesttel kötött 

agaróz gyöngyök (Sigma-Aldrich) segítségével tisztítottuk, a gyártó utasításait követve. 

A gyöngyökhöz kötődő fehérjéket 100 µg/ml c-myc peptiddel eluáltuk (Sigma-Aldrich), 

0,1 M ammónium-hidroxidban, 30 másodpercig, 25°C-on. A coomassie-val festett SDS-

PAGE vizsgálat egy, a H6PD-nek megfelelő különálló fehérjesávot mutatott 90 kDa 

körüli magasságban. Az enzim dehidrogenáz aktivitását fluorimetriás módszerrel is el-

lenőriztük (lásd: 3.9. fejezet).  

3.7. Immunoblot 

 A citoplazmatikus PGI enzim jelenlétét különböző sejtfrakciókban Wetern blot 

módszerrel vizsgáltuk. A HEK-293 sejtekből, illetve patkány májból származó mintákat 

β-merkaptoetanolt tartalmazó mintapufferben 10 perces, 95°C-on történő inkubálással 

állítottuk elő. A minták fehérjetartalmát méret szerint, 8%-os redukáló gélben SDS-

PAGE segítségével elválasztottuk, majd PVDF membránra transzferáltuk. A membránt 

egész éjjel tartó, 5% tejport tartalmazó TBS puffer oldatban való blokkolás után 6 óráig 

inkubáltuk nyúlban termeltetett, PGI-ellenes elsődleges antitest (Abcam, anti-glucose 6 

phosphate isomerase antibody: ab68643) 1:8000 arányú oldatában. Ezt összesen egy 

órán keresztül intenzív mosási lépések követték: 4 x 15 perc, 0,05% Tween 20-at tar-

talmazó TBS pufferrel. Másodlagos antitestként HRP-konjugált, kecskében termeltetett, 

nyúl immunglobulin elleni antitestet (Santa Cruz, goat anti-rabbit IgG-HRP: sc-2004) 

használtunk. A PGI fehérje jelenlétét kemilumineszcens reagens (GE Healthcare) segít-

ségével, röntgen filmre való előhívással állapítottuk meg. 

3.8. Folyadékkromatográfiás vizsgálatok 

 A fentebb részletezett mikroszomális enzimaktivitás-mérésekből származó, 50 

V/V% metanolban lévő mintákat a mérésig -20°C-on tároltuk. Mérés előtt a mintákat 

centrifugáltuk (20 000 g, 10 perc, 4°C), majd a fehérjementes felülúszóból 150 µl-t 

HPLC küvettába mértünk, és ebből párhuzamosan határoztuk meg a kortizon- és 

DOI:10.14753/SE.2015.1688



27 

 

kortizolszinteket. Az elválasztás HPLC segítségével történt (Alliance 2690; Waters 

Corporation), Nucleosil 100 C18 oszlopon (5Nm, 25 x 0.46) (Teknokroma Anlítica), 

izokratikus áramlás mellett, 0,7 ml/perc áramlási sebességgel. A mozgó fázisként 58:42 

térfogatarányú metanol-víz elegyet alkalmaztunk. Az eluátum abszorbanciáját 245 nm-

es hullámhosszon detektáltuk (Waters Dual λ Absorbance Detector 2487). A kortizon és 

kortizol retenciós idejét minden esetben a mérés elején injektált 10-10 µM koncentrá-

ciójú referenciaoldatok alapján határoztuk meg. 

3.9. Dehidrogenáz aktivitások fluoreszcens detektálása 

A NADPH fluoreszcens emisszióját Cary Eclipse spektrofotométer segítségével 

mértük valós időben, 350 és 500 nm-es excitációs, illetve emissziós hullámhosszok al-

kalmazásával. Az intakt mikroszóma endogén NADPH-szintjét MOPS-KCl pufferben, 

1 mg/ml fehérjekoncentráció mellett vizsgáltuk. A luminális piridin-nukleotidkészlet 

oxidációját metiraponnal (5 µM), redukcióját G6P-tal (100 µM) váltottuk ki. A kvanti-

tatív meghatározáshoz minden mérés végén referenciául ismert koncentrációjú (0,5 µM) 

NADPH-t adtunk az elegyhez. 

A H6PD aktivitását a NADPH-termelés alapján határoztuk meg. 

Kvarcküvettában, MOPS-KCl pufferben inkubáltunk 1 mg/ml fehérjekoncentrációjú, 

intakt mikroszómaszuszpenziót, 2 mM NADP
+
 és 100 µM G6P jelenlétében, 37°C-on. 

Az intraluminális enzim által katalizált reakció mindaddig nem indul el, amíg a 

mikroszomális membrán ép, mert az enzim nem fér hozzá a kívülről hozzáadott 

szubsztrátokhoz. Miután a NADPH emissziós jelszintjével felvettünk egy stabil alapvo-

nalat, alamethicin hozzáadásával (0,1 mg/mg fehérje), vagyis a membrán 

permeabilizálásával indítottuk el a reakciót, melyet a jelszint lineáris emelkedése alap-

ján követtünk nyomon. Az enzimaktivitásokat a mérés végén hozzáadott NADPH-

standard által okozott fluoreszcencia-intenzitásemelkedés alapján számszerűsítettük. 

 A 11βHSD1 enzim aktivitását hasonló kísérleti körülmények között vizsgáltuk, 

G6P helyett 100 µM kortizolt adva az inkubációs elegyhez. 
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3.10. Endogén redukáló/oxidáló kapacitás mérése 

 A mikroszóma belső kortizon-redukáló illetve kortizol-oxidáló kapacitásának 

meghatározásához MOPS-KCl pufferben higított, 0,5 mg/ml fehérjekoncentrációjú, 

intakt mikroszómaszuszpenziót használtunk. A mikroszómát 2 órán keresztül 

inkubáltuk 37°C-on, 10 µM kortizon, vagy kortizol jelenlétében. A reakciót azonos tér-

fogatú, jéghideg metanol hozzáadásával állítottuk le, majd a HPLC-vel történő kortizon 

illetve kortizol meghatározásig -20°C-on tároltuk. 

3.11. Lipidperoxidáció mérése 

A membránlipidek esetleges oxidatív károsodását tiobarbiturát reaktív anyagok 

(TBARS) keletkezésének mérésén keresztül vizsgáltuk. 1 mg/ml fehérjekoncentrációjú, 

MOPS-KCl pufferben szuszpendált mikroszómapreparátumokat inkubáltunk EGCG 

jelenlétében (50 vagy 100 µM), illetve hiányában, 5 percen keresztül, 37°C-on. Pozitív 

kontrollként, a lipidperoxidáció kiváltására Fe
2+

/aszkorbát (100 µM/1 mM) keveréket 

alkalmaztunk. A reakciót 5% végkoncentrációjú TCA hozzásdásával állítottuk le, a 

TBARS-szinteket a protokollban leírtaknak megfelelően határoztuk meg [108]. 

3.12. Statisztikai analízis 

Kísérleteinket triplikátumokban végeztük, mindegyiket legalább három alka-

lommal megismételve. Grafikusan ábrázoltuk az eredmények átlagértékeit, a szórás, 

vagy a középérték közepes hibájának (SEM) feltüntetésével. Az adatokat egy szempon-

tú varianciaanalízis (one-way ANOVA) és Tukey-Kramer teszt (Tukey-Kramer 

Multiple Comparison Test) alkalmazásával értékeltük, GraphPad Prism® program se-

gítségével. A szignifikanciaszinteket 0,05, 0,01, illetve 0,005 p-értékeknél állapítottuk 

meg. 
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4. Eredmények 

4.1. F6P metabolizmusa az endoplazmás retikulumban 

4.1.1. F6P-függő glukóz- és kortizoltermelés máj mikroszómában 

A G6PT-H6PD-11βHSD1 triád működése azon alapul, hogy a kortizon 

kortizollá való redukciójához szükséges NADPH-t a G6P oxidációja szolgáltatja az 

endoplazmás retikulum lumenében [104, 109]. Megfigyelték azonban, hogy az izolált 

máj mikroszóma kortizoltermelését a F6P is táplálhatja [110], ami arra enged következ-

tetni, hogy valamilyen módon ez a molekula is hozzájárulhat a luminális NADPH-

termeléshez az endoplazmás retikulumban, jóllehet az ezzel kapcsolatos transzport- és 

enzimatikus folyamatok egyelőre nem ismertek. 

A mikroszomális kortizinredukció F6P általi stimulálásának mechanizmusa 

szempontjából kulcskérdés, hogy a folyamat során a F6P átalakul-e G6P-tá, és – ha igen 

– az izomerizáció az endoplazmás retikulum külső felszínén vagy az organellum lume-

nében történik. A citoplazmában található ugyanis hexóz-foszfát-izomeráz, amely az 

endoplazmás retikulum membránjához asszociálódva akár a mikroszóma preparátum-

ban is jelen lehet. Elsőként összehasonlítottuk a F6P és a G6P kortizon-kortizol átalaku-

lásra kifejtett hatását, a keletkezett kortizol mennyiségi meghatározásával, intakt máj 

mikroszómapreparátumokon. A korábban egy másik munkacsoport által közölt adatok-

kal [110] összhangban azt tapasztaltuk, hogy a F6P a G6P-hoz hasonló hatékonysággal 

táplálja a kortizonredukciót (1. táblázat). Ezután megvizsgáltuk, hogy a mikroszomális 

vezikulumok mosása, vagyis a membránhoz kívülről esetleg hozzátapadt fehérjék eltá-

volítása hogyan befolyásolja a kortizoltermelés sebességét. A mikroszómát PEG-gel 

ülepítettük, és centrifugálás után friss puffer oldatban szuszpendáltuk újra, hogy meg-

szabaduljunk a citoszolikus fehérjéktől. Az első mosási lépés mindkét hexóz-foszfát 

esetében szignifikánsan, de különösen a F6P-tal táplált rendszerben csökkentette az ak-

tivitást (a változás F6P esetén 32%, míg G6P esetén csupán 11% volt). A mikroszóma 

további mosása azonban már egyik hexóz-foszfát jelenlétében sem befolyásolta szigni-

fikáns mértékben a kortizolképződés sebességét (1. táblázat). Az adatok alapján feltéte-
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lezhető, hogy a máj mikroszóma külső felszínéhez hexóz-foszfát-izomeráz aktivitás 

asszociálódott. A lazán tapadó izomeráz már egy mosási lépéssel hatékonyan eltávolít-

ható. Az eredmények azonban nem zárják ki, hogy szorosabban asszociált – többszöri 

mosásnak is ellenálló – izomeráz marad a vezikulumok felszínén. 

 Mosási lépések száma 

Szubsztrát 0 1 2 3 

G6P 50,58 ± 0,37  44,80 ± 1,60* 45,77 ± 1,99 43,05 ± 1,00 

F6P 51,98 ± 1,31  35,16 ± 1,60* 36,15 ± 0,81 33,98 ± 1,72 
 

1. táblázat Kortizon-kortizol átalakulás intakt máj mikroszómában 

(nmol/perc/mg fehérje) 

Átlag ± szórás; n = 5; *p < 0,005, az előtte álló oszlophoz képest 

 

Intakt mikroszómában a két hexóz-foszfát közel azonos mértékben táplálja a kortizol-

termelést. A mosások a mikroszóma külső felszínéhez köthető izomeráz aktivitások eli-

minálására irányultak. Az első mosási lépés mindkettő esetén szignifikáns visszaesést 

eredményez az aktivitásban, amit további mosási lépések már nem befolyásolnak. 

4.1.2. F6P-ból kiinduló glukóztermelés máj mikroszómában 

Mivel a mikroszóma lumenében nem ismert más, a H6PD-vel összevethető ka-

pacitású NADPH-termelő enzim, a fenti eredmények azt valószínűsítik, hogy a F6P 

G6P-tá alakul a mikroszómában. Ennek megerősítésére vagy kizárására megvizsgáltuk, 

hogy a G6P más mikroszomális anyagcsere-folyamatban is helyettesíthető-e F6P-tal. 

Mivel a máj mikroszóma lumenében a G6P-glukóz átalakulást katalizáló glukóz-6-

foszfatáz enzim is jelen van, következő kísérletünkben megmértük a F6P-ból kiinduló 

glukózkeletkezést. Patkány májból izolált mikroszómát inkubáltunk G6P, illetve F6P 

jelenlétében, majd meghatároztuk a keletkezett glukóz mennyiségét. A kísérleteket in-

takt és permeabilizált mikroszómában egyaránt elvégeztük, ugyanis a G6P transzportja 

sebességmeghatározó és így a membrán permeabilizálása jelentősen gyorsítja a folya-

matot. A G6P-glukóz átalakulás, korábbi adatoknak megfelelően, kb. 50%-os látenciát 

mutatott (2. táblázat). Méréseink szerint a F6P a G6P-tal összevethető glukózforrásként 
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szolgált, ami azt bizonyítja, hogy a mikroszómában nagy sebességgel alakul át G6P-tá. 

A látencia jelensége ez esetben is megfigyelhető volt, és annak mértéke (45%) is hason-

ló volt a G6P-tal mérthez (2. táblázat). Annak megállapítására, hogy a F6P-G6P 

izomerizáció milyen mértékben tulajdonítható egy esetleges luminális izomeráz, illetve 

milyen mértékben a citoplazmában található foszfo-glukóz-izomeráz (PGI) enzimnek, 

ismét mosási lépeseket iktattunk be a kísérletbe. A vezikulumok első mosása az intakt 

mikroszóma glukóztermelését F6P-ból közel egy kilenced részére (12%-ára), de G6P-

ból is csaknem felére (57%-ára) csökketette. A mikroszóma glukóztermelő aktivitása 

ismételt mosási lépésekkel egyik hexóz-foszfát esetén sem volt érdemben tovább csök-

kenthető (2. táblázat). Kijelenthető tehát, hogy az izolált máj mikroszóma – részben 

felszínéhez lazán tapadó, részben a vezikulumokról vagy azok belsejéből el nem távo-

lítható izomeráz aktivitás segítségével – képes a F6P-ot G6P-tá alakítani. A későbbi 

kísérleteinkben mindig mosott mikroszómát használtunk, hogy mérési eredményeket a 

lehető legkisebb mértékben befolyásolja a citoszolikus izomeráz aktivitás. 

  Mosási lépések száma 

Szubsztrát  0 1 2 3 

G6P 
Intakt 80,15 ± 4,37 45,56 ± 3,82* 41,60 ± 5,19 40,31 ± 4,73 

Perm. 156,23 ± 9,37 72,74 ± 5,82* 70,14 ± 7,02 67,54 ± 3,91 

F6P 
Intakt 30,11 ± 5,12 3,58 ± 1,31* 3,35 ± 0,95 3,22 ± 1,06 

Perm. 54,28 ± 4,73 23,39 ± 2,70* 21,74 ± 1,99 20.83 ± 2,12 

2. táblázat Intakt, illetve permeabilizált mikroszóma glukóztermelése 

(nmol/perc/mg fehérje) 

Átlag ± szórás; n = 5; *p < 0,005, az előtte álló oszlophoz képest 

 

Intakt mikroszómában a F6P és a G6P nagyságrendileg azonos glukózforrás. A 

mikroszóma mosásával ebben az esetben is a külső felszínhez kötött izomeráz aktivitás-

tól kívántunk megszabadulni. Egy mosási lépés intakt mikroszóma glukóztermelésében 

F6P-ból hatalmas, míg G6P-ból szerényebb visszaesést eredményezett. A mikroszóma 

glukóztermelő kapacitása ismételt mosási lépésekkel nem volt számottevően tovább 

csökkenthető. 
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4.1.3. F6P-függő NADPH- és 6-foszfo-glukonát-termelés máj- és zsírszövetből izo-

lált mikroszómában 

Miután meggyőződtünk róla, hogy máj mikroszómában a F6P átalakul G6P-tá, 

és serkenti a luminális kortizonredukciót, további bizonyítékot kerestünk arra, hogy a 

két jelenség összefügg, vagyis hogy a F6P-ból keletkező G6P a H6PD enzim által kata-

lizált reakció révén szolgáltat NADPH-t a 11βHSD1 számára. A zsírsejtek lokális 

kortizol-anyagcseréjének kiemelt jelentősége miatt vizsgálatainkat zsírszövetből szár-

mazó mikroszómára is kiterjesztettük. A H6PD luminális lokalizációja, illetve a 

mikroszomális membrán elhanyagolható piridin-nukleotid-áteresztőképessége miatt az 

enzim a kívülről hozzáadott NADP
+
-hez mindaddig nem fér hozzá, amíg a mikroszóma 

membránja intakt, az enzim aktivitása tehát szinte teljesen látens. Ha G6P és NADP
+
 

hozzáadása után a lipid kettősréteget átjárhatóvá tesszük, intenzív NADPH-termelés 

indul meg, amit a fluoreszcens jel lineáris emelkedése mutat. Várakozásunknak megfe-

lelően, és a kortizol- és glukóztermelés mérésekor kapott eredményeinkkel összhang-

ban, a F6P a NADPH-termelés fokozásában is – a kontrollként alkalmazott G6P-hoz 

hasonlóan – hatékonynak bizonyult, mind máj-, mind zsírszövet eredetű 

mikroszómában (5. ábra). 

E kísérleti felállásban az izomerizáció és a NADPH-termelés közötti összefüg-

gést is sikerült igazolnunk. Fruktóz-1,6-biszfoszfáttal, a citoplazmatikus PGI ismert 

gátlószerével ugyanis a F6P-ból kiinduló NADPH-termelés szignifikáns mértékben 

csökkenthető volt, míg a G6P-tal inkubált mikroszóma NADPH-termelését a gátlószer 

nem befolyásolta (5. ábra). 

Annak megerősítése érdekében, hogy az észlelt NADPH-termelés valóban a 

G6P H6PD enzim általi oxidálásának tulajdonítható, megvizsgáltuk a F6P-ból kiinduló 

6-foszfo-glukonát-termelést. Az eddigiekben alkalmazott modellt exogén 6-foszfo-

glukonát-dehidrogenáz enzimmel egészítettük ki, és az általa katalizált reakciót szintén 

a termelődő NADPH fluoreszcens mérésén keresztül detektáltuk. Máj- és zsírszövetből 

izolált mikroszómában egyaránt azt tapasztaltuk, hogy a F6P-ból kiinduló NADPH-

termelés hasonló mennyiségű 6PG keletkezésével járt együtt, ami a H6PD szerepét bi-

zonyítja (6. ábra). 
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5. ábra G6P-ból (A, C), illetve F6P-ból (B, D) kiinduló NADPH termelés máj- (A, B) 

és zsírszövet (C, D) eredetű mikroszómában, F1,6BP nélkül (−), illetve annak jelen-

létében (+) 

Aktivitások: A: 9,3 ± 2,4 (−) és 9,2 ± 2,2 (+) nmol/perc/mg fehérje 

B: 6,4 ± 0,9 (−) és 1,5 ± 0,2 (+) nmol/perc/mg fehérje 

C: 1,80 ± 0,09 (−) és 1,83 ± 0,08 (+) nmol/perc/mg fehérje 

D: 1,63 ± 0,29 (−) és 0,07 ± 0,04 (+) nmol/perc/mg fehérje 

A F6P fokozza a NADPH termelését máj- és zsírszövetből izolált mikroszómában. A 

F6P-ból kiinduló folyamat (a G6P-ból kiindulóval ellentétben) gátolható a 

citoplazmatikus PGI inhibitorának hozzáadásával. Az ábrán reprezentatív kísérleti 

eredmények szerepelnek. 
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6. ábra F6P-függő 6PG termelés máj- (A), illetve zsírszövetből (B) izolált 

mikroszómában 

G6P és NADP
+
 jelenlétében a mikroszomális H6PD enzim 6PG-ot és NADPH-t termel. 

Előbbi jelenlétét a kívülről hozzáadott 6-foszfo-glukonát-dehidrogenáz általi intenzív 

NADPH-termelésfokozódás jelzi. A bemutatott ábra jellemző mérési eredményeket áb-

rázol. 

4.1.4. Mikroszomális hexóz-6-foszfát izomeráz 

Eredményeink a F6P G6P-tá alakulását bizonyítják máj-, illetve zsírszövetből 

izolált mikroszóma jelenlétében. Bár a vizsgált vezikulumok felszínéről eltávolítottuk a 

lazán asszociált citoplazmatikus fehérjéket, eddigi kísérleteink nem adnak választ arra a 

kérdésre, hogy ez az izomerizáció vajon az endoplazmás retikulum (és így a 

mikroszóma) membránjának luminális, vagy sejtplazmai/külső oldalán zajlik-e. Ennek 

eldöntésére összehasonlítottuk a G6P termelésének sebességét intakt membránnal ren-

delkező, illetve permeabilizált mikroszómában, más szóval megvizsgáltuk a hexóz-6-

foszfát izomeráz aktivitás latenciáját. Irodalmi adatok és saját korábbi megfigyeléseink 

szerint a H6PD enzim lényegesen (kb. 10-szer) kisebb affinitással rendelkezik NAD
+
, 

mint NADPH iránt, azaz a permeabilizált mikroszóma G6P jelenlétében igen kis sebes-

séggel képes a hozzáadott NAD
+
 koenzimet NADH-vá redukálni. Hasonlóan lassú 
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NADH-keletkezést detektáltunk, amikor a permeabilizált máj-, vagy zsírmikroszómát 

NAD
+
 és F6P jelenlétében vizsgáltuk (7. ábra). Kb. 5-perces inkubálást követően G6P-

ra és NAD
+
-ra specifikus, bakteriális (Leuconostoc mesenteroides eredetű) G6PD enzi-

met adva az elegyhez, a NADH-termelés jelentős mértékű fokozódását tapasztaltuk. A 

jelenség alátámasztja a F6P hatékony izomerizációját G6P-tá permeabilizált 

mikroszómában. A korábbi méréseinkkel egybecsengő módon, a F1,6BP ebben a rend-

szerben is, mindkét szövetből izolált mikroszómában jelentősen gátolta a folyamatot (7. 

ábra). 

 

7. ábra F6P-G6P izomerizáció máj- (A), illetve zsírszövetből (B) izolált, permeabilizált 

mikroszómában F1,6BP nélkül (−), illetve annak jelenlétében (+) 

Aktivitások: A: 10,9 ± 1,3 (−), 4,7 ± 0,5* (+5 mM) és 1,5 ± 0,4* (+10 mM)  

B: 12,2 ± 2,0 (−) és 0,7 ± 0,4* (+5 mM) nmol/perc/mg fehérje 

(*p < 0,01 vs. kontroll) 

A mikroszomális H6PD enzim G6P jelenlétében alacsony hatékonysággal NAD
+
 koen-

zimet is képes használni, melyet a reakció közben NADH-vá redukál. A folyamat F6P 

jelenlétében is lezajlott. Intenzív NADH-termelés azonban csak az exogén G6PD hozzá-

adására kezdődött, ami – az enzim G6P-specificitása miatt – bizonyítja a F6P G6P-tá 

való átalakulását. Ezt erősíti az is, hogy a reakció a PGI inhibitorával (koncentráció-

függő mértékben) gátolható volt. Az ábrán reprezentatív kísérleti eredmények szerepel-

nek. 
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Ha azonban a fenti kísérletet a membrán permeabilizálása nélkül hajtottuk végre, 

a F6P-ot az intakt mikroszómához adva nem csupán az endogén H6PD általi NADH-

termelés maradt el – amely magyarázható volna a membrán gyenge piridin-nukleotid-

áteresztőképességével –, hanem a hozzáadott bakteriális G6PD is csak alig detektálható 

NADH-keletkezést eredményezett (8. ábra). Ezek az eredmények azt mutatják, hogy a 

vezikulumok külső felszínén zajló F6P-G6P átalakulás a luminális izomerizációhoz 

viszonyítva elhanyagolható mértékű. 

 

8. ábra F6P-G6P izomerizáció máj- (A), illetve zsírszövetből (B) izolált, intakt 

mikroszómában 

Intakt membránnal rendelkező mikroszómához NAD
+
-ot és F6P-t adva gyakorlatilag 

nem mérhető NADH-termelés még az exogén G6PD jelenlétében sem. Ennek oka, hogy 

a kívülről hozzáadott NAD
+
 a membránon nem képes bejutni, a külső felszínen történő 

F6P-G6P izomerizáció pedig elhanyagolható mértékű, vagyis az enzimet és szubsztrát-

ját a mikroszomális membrán elválasztja egymástól. Az ábra jellemző kísérleti eredmé-

nyeket mutat be. 

4.1.5. F6P-transzport a mikroszomális membránon keresztül 

 Az intakt mikroszómához kívülről adott F6P körvonalazódó luminális metabo-

lizmusa csak úgy lehetséges, ha a vegyület – a G6P-hoz hasonlóan – képes átjutni az 

endoplazmás retikulum membránján. A transzport bizonyítása és alaposabb megismeré-

se céljából összehasonlítottuk a G6P és a F6P felvételét máj-, valamint zsírszövetből 

izolált mikroszómapreparátumokon. A transzport kezdeti sebességét rapid filtrációs 
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technikával, fél perc inkubációs idővel határoztuk meg, hogy elkerüljük a G6P 

metabolitjainak (radioaktívan jelölt glukóz, illetve foszfo-glukonát) intravezikuláris 

felhalmozódását [111, 112]. A F6P, várakozásunknak megfelelően, jól mérhető sebes-

séggel jutott be a mikroszóma lumenébe (9. ábra). A transzport aktivitás mindkét vizs-

gált szövet esetén a hozzáadott hexóz-foszfát koncentrációjával arányos volt. 

Zsírszövetből származó mikroszómában a F6P felvétele 1,7-szer nagyobb, míg a G6P 

felvétele 3,7-szer kisebb volt, mint máj mikroszómában. Másfelől zsírszövetben a G6P 

felvétele magasabb volt (nagyjából 1,4-szer), mint a F6P-é (9. ábra). 

 

9. ábra F6P (A) és G6P (B) transzportja a mikroszomális membránon keresztül máj-, 

illetve zsírszövetből izolált mikroszóma lumenébe 

A mikroszóma a F6P-ot, a G6P-hoz hasonlóan (annál kisebb kapacitással), koncentrá-

ciófüggő mértékben veszi fel. Az egyes hexóz-foszfátokat összehasonlítva a F6P felvétele 

zsír-, míg a G6P felvétele májszövetből izolált mikroszómában nagyobb. 

Annak lehetőségét, hogy a F6P is a G6P ismert transzporterén keresztül jut be a 

mikroszóma lumenébe, a transzport gátlásának vizsgálatával közelítettük meg. A G6PT 

szelektív gátlószere, az S3483 [109, 113] a vártnak megfelelően gátolta a G6P transz-

portját, a F6P-ét ellenben nem befolyásolta (10. ábra). Ráadásul a két hexóz-foszfát ma-

gas (kompetitív) koncentrációban alkalmazva sem gátolta egymás bejutását, ami szintén 

a két vegyület eltérő transzportútja mellett szól (10. ábra). 
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A F6P felvételének további lehetséges módja a nem specifikus glukóz-foszfát 

transzporteren (GPT) keresztül való bejutás, ahogy azt korábban már humán fibrocita 

mintákban leírták [114]. E lehetőség ellenőrzésére megmértük a G6P és a F6P transz-

portját, magas koncentrációban alkalmazott G1P jelenlétében, ami az említett 

transzporter ismert ligandja, így mindkét vizsgált hexóz-foszfát transzportjának potenci-

ális kompetitív gátlószere. Míg a molekula jelenléte a G6P felvételére nem volt hatással, 

a F6P transzportjának sebességét közel felére (55%-ára) csökkentette (10. ábra). 

 

10. ábra F6P és G6P transzportjának gátlása 

(*p < 0,01; **p < 0,001) 

A transzport mérésekben nem befolyásolja a F6P bejutását a lumenbe sem a G6PT in-

hibitora, sem a G6P kompetitív koncentrációja. Ezzel szemben nagyjából felére (55%-

ára) csökkentette a transzportot a G1P jelenléte, ami azonban a G6P bejutását nem 

befolyásolta. Az eredmények egyértelműen arra utalnak, hogy a F6P és a G6P különbö-

ző transzporter fehérjéken keresztül kerülnek az endoplazmás retikulumba. 
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4.1.6. A mikroszomális hexóz-foszfát-izomeráz vizsgálata HEK-293 sejtekben 

4.1.6.1. A F6P nem szubsztrátja a H6PD enzimnek 

Felmerül a kérdés, hogy a F6P képes lehet-e átalakulás nélkül, mint ketóz-

foszfát, önmagában a H6PD enzim szubsztrátjaként szolgálni. A kérdés megválaszolá-

sához svájci kooperációs partnereink a Baseli Egyetem Gyógyszerészeti Intézetében 

HEK-293 sejtekben termeltetett, majd affinitás tisztítással kinyert humán H6PD műkö-

dését vizsgálták. A kísérleteket. A tisztított enzimet NADP
+
, valamint G6P, vagy F6P 

jelenlétében inkubálták, és fluorimetriás módszerrel detektálták a NADPH-termelést. E 

kísérleti összeállításban, vagyis egyéb mikroszomális enzimek hiányában, a H6PD akti-

vitása kizárólag G6P esetén volt észlelhető (11. ábra). 

 

11. ábra H6PD aktivitása NADP+ koenzim, ill. G6P, vagy F6P szubsztrát jelenlétében 

A tisztított H6PD kizárólag G6P jelenlétében mutat aktivitást (NADPH termelést), va-

gyis a F6P önmagában nem képes szubsztrátként szolgálni az enzim számára. Az ábra a 

kísérlet egy tipikus eredményét mutatja. 
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4.1.6.2. A F6P-G6P izomerizációt nem a H6PD katalizálja 

 A tisztított H6PD fehérjével kapott eredmények azt mutatják, hogy az enzim 

nem képes a F6P felhasználására, így nyilván annak G6P-tá való átalakítását sem katali-

zálja. Ennek megerősítésére a tisztított enzim mellett ismét bakteriális eredetű 

(Leuconostoc mesenteroides) G6PD enzimet használtunk, amely G6P felhasználásával 

NAD
+
-ból NADH-t termel. Az előbbi pontban leírt mérést tehát úgy módosítottuk, hogy 

NADP
+
 helyett NAD

+
-ot használtunk, amelyet – várakozásainknak megfelelően – az 

izolált H6PD nem redukált. Az öt perc inkubálási idő után hozzáadott, NAD
+
-

specifikus, bakteriális enzim NADH-termelése kizárólag G6P alkalmazásakor volt ész-

lelhető, ami azt bizonyítja, hogy számottevő mennyiségű F6P nem alakult át G6P-tá a 

humán H6PD jelenlétében. A reakció sebességét ráadásul az izomeráz aktivitás gátló-

szere, a F1,6BP jelenléte sem befolyásolta (12. ábra).  

 

12. ábra Bakteriális G6PD NADH termelése G6P, vagy F6P szubsztrátok mellett, 

H6PD jelenlétében 

A G6P- és NAD
+
-specifikus G6PD enzim aktivitását (NADH termelését) mértük, tisztí-

tott H6PD jelenlétében. Az ábrán a kísérlet egy jellemző eredménye szerepel. Mivel csak 

G6P mellett volt NADH-termelés, kizárható, hogy a H6PD enzim F6P-G6P átalakulást 

katalizálna. Az aktivitásokat nem befolyásolta a F1,6BP jelenléte sem, amivel az 

izomerizáció gátolható. 
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4.1.6.3. Önálló, mikroszomális hexóz-foszfát-izomeráz aktivitás 

 Korábbi, mikroszomális méréseink az endoplazmás retikulum lumenében zajló 

hexóz-foszfát izomerizáció mellett szólnak. További vizsgálatokat folytattunk HEK-293 

sejteken annak megerősítésére, hogy a megfigyelt G6P-F6P izomerizációt nem a 

citoszolikus PGI enzim katalizálja. Elválasztottuk egymástól a sejtek mikroszomális, 

illetve citoplazmatikus frakcióit, majd a feltárt fehérjepreparátumokat egyrészt 

immunoblot módszerrel, másrészt enzimaktivitás-mérésekkel hasonlítottuk össze. A két 

preparátum hexóz-foszfát-izomeráz aktivitása gyakorlatilag megegyezett (4.1.4. feje-

zet), ezzel szemben immunoblot módszerrel, a citoszoilikus PGI elleni antitesttel kizáró-

lag a sejtplazmai frakciókban kaptunk jelet, dacára annak, hogy a mikroszomális 

fehérjepreparátumokból – a kétségek kizárására – tízszeres, illetve ötvenszeres fehérje-

mennyiségeket alkalmaztunk (13. ábra). 

 

13. ábra PGI immunoblot 

Mikroszomális, illetve citoplazmatikus frakciók vizsgálata patkány (A) és humán (B) 

PGI ellen termeltetett antitestekkel. Az ábra a kísérlet egyik tipikus eredményét mutatja. 

Az esetleges mennyiségi eltérések miatt jóval többet futtattunk a mikroszóma prepará-

tumokból, jelet azonban így is csak a sejtplazmai frakciókban kaptunk. Az immunoblot 

alapján kizárható, hogy ugyanaz a fehérje lenne jelen a sejtplazmában és az 

endoplazmás retikulumban. 

Megvizsgáltuk továbbá, hogy mennyire befolyásolja a két különböző sejtfrakció 

hexóz-foszfát izomeráz aktivitását az eritróz-4-foszfát (E4P), a F1,6BP mellett a humán 

citoszolikus PGI egy másik lehetséges inhibitora [115]. A korábbi kísérleti összeállítá-

sokhoz hasonlóan, kívülről hozzáadott G6PD enzimet alkalmaztunk, majd mértük a 

keletkező NADH mennyiségét. E4P jelenléte nélkül mindkét sejtfrakcióban hasonló 

DOI:10.14753/SE.2015.1688



42 

 

mértékű, időfüggő aktivitást detektáltunk. Ezzel szemben a gátlószer a mikroszomális 

izomeráz aktivitást lényegesen hatékonyabban csökkentette, mint a sejtplazmait (14. 

ábra). 

 

14. ábra Sejtfrakciók hexóz-foszfát izomeráz aktivitásának gátlása E4P segítségével 

Az ábra két jellegzetes mérési eredményt mutat. A Mikroszomális, illetve citoplazmai 

preparátumok összehasonlításakor a mikroszomálisból tízszeres mennyiséget alkalmaz-

tunk, hogy az esetleg gyengébb hatás is jól detektálható legyen. Az E4P az izomeráz 

aktivitást mindkét sejtfrakcióban hatékonyan, koncentrációfüggő módon gátolta; 

mikroszómában a citoplazmainál nagyobb mértékben. 

Hasonló eredményeket kaptunk F1,6BP gátlószerként való alkalmazásával, mind 

HEK-293, mind patkány májból származó mikroszomális, illetve citoplazmai fehérje-

preparátumok összehasonlításakor (15. ábra). 

4.1.6.4. pH-érzékenység 

Ezek alapján úgy tűnik, hogy a mikroszomális és citoplazmai hexóz-foszfát 

izomeráz különböző kinetikai paraméterekkel rendelkeznek. A továbbiakban megvizs-

gáltuk, hogy vajon a két enzim hasonló mértékben tolerálja-e a környezet pH értékének 

ingadozását. Megállapítottuk, hogy a mikroszomális fehérje kevésbé szenzitív a pH-

változásra, mint a citoplazmai, mintegy kétszeres relatív aktivitást mutatva alacsony pH 

értékek mellett (16. ábra). Az eltérő pH-érzékenység szintén a két sejtfrakcióból szár-

mazó izomeráz különbözőségére utal. 
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15. ábra Sejtfrakciók hexóz-foszfát izomeráz aktivitásának gátlása F1,6BP segítségével 

Az előző kísérleti összeállításhoz hasonlóan, a hatás biztos detektálhatóságának érde-

kében a mikroszómából nagyobb, ötvenszeres mennyiséget használtunk. A F1,6BP inhi-

bitorként való alkalmazása az E4P-hoz hasonló eredményhez vezetett: mindkét esetben 

koncentráció-függésben, a mikroszomális frakcióban hatékonyabban gátolta az aktivi-

tást. Az ábra két jellemző kísérleti eredményt mutat be. 

 

16. ábra pH-érzékenység 

A két sejtfrakciókból származó fehérjepreparátumokat 50 percig inkubáltuk különböző 

pH értékű pufferekben, majd megmértük az izomeráz-aktivitásokat. A mikroszomális 

enzim alacsonyabb pH-érzékenységet, illetve szélsőséges pH értékek mellett magasabb 

aktivitást mutatott. A mérési pontok a párhuzamos minták középértékeit ábrázolják. 
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4.2. EGCG 

4.2.1. EGCG koncentrációfüggő gátló hatása a mikroszomális kortizoltermelésre 

Az EGCG lehetséges hatását először a G6PT-H6PD-11βHSD1 katalitikus triád 

egészére, vagyis az endoplazmás retikulum kortizonredukáló apparátusának működésére 

vizsgáltuk. Patkány májból izolált, intakt mikroszóma vezikulumokat inkubáltunk korti-

zon és G6P jelenlétében 30 percen keresztül, majd HPLC-vel mértük a keletkezett 

kortizol mennyiségét. Az EGCG-kezelés koncentrációfüggően, szignifikáns mértékben 

gátolta a kortizon kortizollá való redukcióját. A kezeletlen mikroszómához képest 25 

M EGCG kevesebb mint felére csökkentette a kortizoltermelés sebességét, 50 M-nál 

magasabb koncentrációk alkalmazása mellett pedig a keletkezett kortizol mennyisége 

már alig volt detektálható (17. ábra). 

 

17. ábra EGCG hatása a kortizoltermelésre intakt máj mikroszómában 

Átlag + SEM; n = 3; **p < 0,01 vs. kontroll 

Az EGCG koncentrációfüggő mértékben, de már 25 μM mellett is szignifikánsan gátolta 

a mikroszóma kortizoltermelését. 
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4.2.2. EGCG hatása a G6PT-H6PD-11βHSD1 katalitikus triád fehérjekomponen-

seire 

Miután a katalitikus triád egészének működését mérve markáns gátló hatást ta-

pasztaltunk, a molekuláris támadáspont azonosítása céljából megvizsgáltuk az EGCG 

specifikus hatását a rendszer egyes fehérjekomponenseire külön-külön is. A 

mikroszóma G6P-felvételének, vagyis a G6PT működésének gátlását korábban már 

kizártuk [116], így maradt a két luminális dehidrogenáz enzim lehetséges közvetlen 

gátlása. A mikroszomális membrán permeabilizálásával a H6PD és 11βHSD1 funkcio-

nálisan szétkapcsolható, tehát aktivitásuk egymástól függetlenül tanulmányozható. Rá-

adásul ilyenkor a két enzim szabadon hozzáfér a kívülről hozzáadott kofaktoraihoz 

(NADP
+
/NADPH), vagyis aktivitásuk látenciája is megszűnik.  

 

18. ábra EGCG hatása a H6PD aktivitására patkány májból izolált mikroszómában 

Kontroll: 5,77 ± 0,4; EGCG: 5,76 ± 0,65 nmol/perc/mg fehérje 

Enzimaktivitás a membrán permeabilizálásától (alamethicinnel) kezdve mérhető, ekkor 

a hozzáadott NADP
+
 szabadon beáramolhat a lumenbe. A nagy koncentrációban (100 

μM) alkalmazott EGCG az enzim működését nem befolyásolta. Az aktivitásokat a 

NADPH standard fluoreszcencia intenzitás emelkedéséből számoltuk ki. A bemutatott 

ábra egy jellemző mérési eredményt ábrázol. 
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Patkány máj eredetű mikroszómát NADP
+
 jelenlétében G6P-tal (a H6PD vizsgá-

latához), vagy kortizollal (a 11βHSD1 vizsgálatához) kezeltünk, és az enzimaktivitáso-

kat a NADPH termelődésének valós-idejű fluoreszcens nyomon követése alapján 

határoztuk meg. Mindkét vizsgált enzim maximális látenciát mutatott, vagyis aktivitá-

suk csak a membrán permeabilizálásától kezdődően volt mérhető (18. és 19. ábra). Ez 

egyrészt a mikroszóma membránjának épségét mutatja a kísérlet elején, másrészt kizárja 

az esetleges zavaró, extravezikuláris aktivitás(ok)at is. A fluoreszcens jel lineáris emel-

kedése a H6PD, illetve 11βHSD1 által katalizált NADPH-termelésnek felel meg. 

Permeabilizált mikroszómában a H6PD aktivitását gyakorlatilag még magas (100 M) 

koncentrációjú EGCG jelenléte sem befolyásolta (0,2%-os gátlás) (18. ábra), és a 

11βHSD1 működésében is csak kis mértékű (17%-os) gátlást tapasztaltunk (19. ábra). 

 

19. ábra EGCG hatása a 11βHSD1 aktivitására (fluoreszcencia) 

Kontroll: 0,82 ± 0,03; EGCG: 0,68 ± 0,05 nmol/perc/mg fehérje 

A kísérletet a szubsztrátok hozzáadásával kezdtük, enzimaktivitás azonban csak a 

membrán permeabilizálásának pillanatától (alamethicin hozzáadása), vagyis a NADP
+
 

szabad beáramlásától mérhető. Az EGCG a magas, 100 μM-os koncentráció ellenére is 

csak elhanyagolható mértékű gátló hatást fejtett ki a 11βHSD1-re. Az enzimaktivitáso-

kat a hozzáadott NADPH standard által okozott fluoreszcencia intenzitás emelkedés 

alapján számoltuk ki. Az ábra egy tipikus kísérleti eredményt mutat. 
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E csekély, gátló hatást a kortizon-kortizol átalakulás 30 perces inkubációt köve-

tő, HPLC-vel végzett meghatározásával is megerősítettük. A fluoreszcens mérés ered-

ményeivel összhangban, az EGCG a kortizon-kortizol átalakulásban csupán enyhe 

visszaesést eredményezett, statisztikailag szignifikáns, 30% körüli gátlást csak a legma-

gasabb (100 M) koncentráció mellett tapasztaltunk (20. ábra), ám ez a hatás még min-

dig messze elmarad az intakt mikroszóma EGCG-kezelésekor kapott eredményeinktől 

(17. ábra).  

 

20. ábra EGCG hatása a 11βHSD1 aktivitására (HPLC) 

Átlag + SEM; n = 3; *p < 0,05 vs. kontroll 

Az előzőekhez hasonlóan permeabilizált mikroszómában mértük a 11βHSD1 aktivitását, 

ez esetben nem a NADPH keletkezése, hanem a hormonátalakulás alapján: a reakciók 

végeztével HPLC segítségével meghatároztuk a kortizon- és kortizolszinteket. Az 

EGCG-kezelés koncentrációfüggő hatást mutatott. Szignifikáns gátlást csak magas (100 

μM) koncentrációval lehetett elérni, ez azonban meg sem közelíti az intakt mikroszómán 

kapott eredményeket. 
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4.2.3. A luminális redox állapot eltolódása EGCG-kezelt mikroszómában 

 Az a tény, hogy az EGCG jelentős gátló hatása csak a mikroszóma membránjá-

nak sértetlensége, vagyis a H6PD és 11βHSD1 enzimek kapcsolt működése, és a 

kortizoltermelő apparátus fiziológiás egysége esetén észlelhető, arra enged következtet-

ni, hogy a hatás valamiképpen összefügg az endoplazmás retikulum saját, a környezeté-

től független piridin-nukleotid készletével. Mint azt korábban a metirapon példáján 

bizonyítottuk, a luminális NADPH oxidációja nem csak gátolja a kortizon-kortizol át-

alakulást, hanem serkenti az ellentétes irányú kortizol-kortizon konverziót [57]. 

 

21. ábra EGCG hatása a máj mikroszóma endogén redukáló-oxidáló kapacitására 

Átlag + SEM; n = 3; *p < 0.05; **p < 0.01vs. kontroll 

ND: nem detektálható (kontroll érték 1%-a alatt) 

A mikroszóma redukáló kapacitását, mely jelen kísérleti összeállításban a luminális 

NADPH-készlet függvénye, az EGCG erősen gátolta: 50 M, vagy magasabb koncent-

rációjú EGCG alkalmazása mellett nem volt mérhető kortizoltermelés. A vegyület ezzel 

párhuzamosan az oxidáló kapacitást, mely a mikroszóma belső NADP
+
-készletétől függ, 

szignifikánsan, koncentrációfüggő mértékben növelte. 
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A luminális redox állapot megváltozásának tanulmányozását a mikroszóma en-

dogén redukáló-oxidáló kapacitásának mérésével kezdtük, vagyis annak vizsgálatával, 

hogy a preparátum kívülről hozzáadott redukáló erő híján, kizárólag saját forrásból 

mennyi kortizonredukcióra, illetve kortizoloxidációra képes. Mivel az EGCG-kezelés a 

résztvevő fehérjék működését egyenként alapvetően nem befolyásolta, a luminális redox 

viszonyok ilyen közvetett vizsgálatától is megbízható eredményt várhattunk. Intakt 

mikroszómát inkubáltunk tehát 2 órán keresztül kortizonnal, vagy kortizollal, és folya-

dékkromatográfiával (HPLC) mértük az átalakulás mértékét, amely így kizárólag a 

vezikulumok endogén redukáló, illetve oxidáló képességének (alapvetően a luminális 

NADPH és NADP
+
 mennyiségének) függvénye volt. A kortizon-redukáló kapacitást az 

EGCG-kezelés igen jelentősen és koncentrációfüggően csökkentette. A hatás már 25 

M mellett is szignifikáns volt, és 50 M, vagy annál magasabb koncentrációk alkal-

mazásával a kortizoltermelés egyáltalán nem volt detektálható. A zöldtea flavanol 

ugyanakkor a kortizol oxidációját, vagyis az előzővel ellentétes átalakulást nagymérték-

ben serkentette. A hatás telíthető volt: 50 M EGCG hozzáadásával a kortizon termelé-

sének mértéke a duplájánál is magasabb szintre emelkedett, ez azonban a koncentráció 

további emelésével nem növekedett tovább (21. ábra). 

 Az endogén kortizon-kortizol átalakulás kortizon irányába való eltolódása felte-

hetőleg a luminális piridin-nukleotidok oxidációjának köszönhető. Ezért a mikroszóma 

belső NADPH-szintjének változásait, fluorimetriás mérések segítségével, közvetlenül is 

megvizsgáltuk. Korábban igazoltuk, hogy intakt mikroszomális vezikulumok saját 

NADPH-szintje, illetve annak változásai valós időben, fluoriméterben detektálhatók 

[67]. A fluoreszcens jel szintjében EGCG hozzáadása nagymértékű csökkenést eredmé-

nyezett, ami G6P-tal részlegesen helyreállítható volt (22. ábra). A megfigyelt jelenség 

alátámasztja a zöldtea flavanolnak a luminális NADPH-ra gyakorolt, feltételezett oxidá-

ló hatását. Az EGCG hatására keletkezett NADP
+
 G6P hozzáadása után ismét NADPH-

vá alakul vissza. Hasonló redox eltolódást váltott ki metirapon (23. ábra), vagy kortizon 

hozzáadása is, több korábbi kutatás eredményeivel összhangban [67, 86]. Az észlelt 

jelenség enzimatikus jellegét támasztja alá – és egyben az EGCG és a NADPH 

floreszcens interferenciáját zárja ki –, hogy, mikor hasonló kísérleti összeállításban az 

EGCG-t fehérjementes NADPH oldathoz adtuk, a mikroszómában megfigyelt NADPH-

oxidáció nem volt észlelhető. 
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22. ábra EGCG hatása a mikroszóma luminális NADPH-készletére 

EGCG (100 μM) hozzáadása a mikroszómához a belső NADPH-készlet szintjének csök-

kenését eredményezi, ami G6P (100 μM) hozzáadásával részben ellensúlyozható. A be-

mutatott ábra egy jellegzetes kísérleti eredményt ábrázol. 

 

23. ábra Metirapon hatása a mikroszóma luminális NADPH-készletére 

A metirapon (egyik mellékhatása), hogy csökkenti a mikroszóma luminális NADPH-

szintjét. Az endogén NADPH mennyisége G6P hozzáadásával részlegesen visszaállítha-

tó. Mivel EGCG hozzáadására nagyon hasonló eredményt kaptunk, a metirapon ismert 

hatásának újbóli mérése az EGCG-kezelés kontrolljának tekinthető. A metirapont 10 

μM, a G6P-t 100 μM végkoncentrációban alkalmaztuk. Az ábrán a kísérlet egy jellemző 

mérési eredménye szerepel. 
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4.2.4. EGCG hatása a mikroszóma lipidperoxidációjára 

Mivel a flavanolok, más antioxidáns vegyületekhez hasonlóan, oxigén jelenlét-

ében prooxidáns aktivitással is rendelkeznek [117], a luminális piridin-nukleotidokat 

érintő oxidatív eltolódás akár egy esetleges, általános oxidatív hatás részjelensége is 

lehet. Ennek ellenőrzésére megvizsgáltuk az EGCG lipidperoxidációra kifejtett hatását, 

és összehasonlítottuk Fe
2+

/aszkorbát kezeléssel, mint pozitív kontrollal, megmérve a 

tiobarbiturát reaktív anyagok (TBARS) szintjét patkány máj mikroszómában. A tea 

flavanolok alapvető antioxidáns tulajdonságainak megfelelően [118] az általunk alkal-

mazott kísérleti körülmények között antioxidánsként, és nem oxidánsként viselkedett, 

ugyanis nem növelte (sőt, némiképp csökkentette, bár nem szignifikáns mértékben) a 

membránlipidek peroxidációját (24. ábra). A mikroszóma luminális NADPH-

készletében tapasztalt markáns oxidatív hatás tehát specifikus jelenség, és nem a ROS-

termelés általános fokozódásának következménye. 

 

24. ábra EGCG hatása tiobarbiturát reaktív anyagok keletkezésére 

Átlag + SEM; n = 3; *p < 0,01 vs. kontroll 

A különböző koncentrációjú EGCG jelenléte nem fokozta a lipidek peroxidációját a 

mikroszómában. Pozitív kontrollként Fe2
+
/aszkorbátot használtunk a lipid-peroxidáció 

kiváltására. 

DOI:10.14753/SE.2015.1688



52 

 

5. Megbeszélés 

5.1. Az endoplazás retikulum szerepe metabolikus betegségekben 

 Az elhízás, illetve a köré csoportosuló egyéb anyagcsere-betegségek járványsze-

rű terjedése az elmúlt évtizedekben vált különösen szembetűnővé, és az elkövetkezendő 

évtizedekre vetített prognózis még a jelenlegi tendenciánál is aggasztóbb [1, 2]. Ennek 

megfelelően az ilyen típusú kórképek mind az alap-, mind a gyógyszerkutatás reflektor-

fényébe kerültek. Világszerte széles körben vizsgálják a betegségek hátterében rejlő 

molekuláris mechanizmusokat, miközben a gyógyszerfejlesztők igyekeznek minél haté-

konyabb megelőző, illetve terápiás szereket kidolgozni [119]. Széles körű irodalommal 

alátámasztott tény, hogy az életmódbeli faktorok, köztük a táplálkozási tényezők ko-

moly hatással vannak az említett kórképek kialakulására és progressziójára, azonban az 

in vivo folyamatok alapját képező biokémiai mechanizmusok közül jó néhány még tisz-

tázásra szorul. 

Az elhízással kapcsolatos betegségek és a túlzott kortizolhatás összefüggését va-

lószínűsíti egyebek mellett a metabolikus szindróma és a Cushing-szindróma tünetei 

között található nagyfokú átfedés [51, 52]. Míg az előbbi kórkép patomechanizmusa 

nem teljesen tisztázott, az utóbbi tüneteiért egyértelműen a mellékvesekéreg túlműködé-

séből adódó abnormálisan magas hormonszint hatásai felelősek. A kóros eltérések nagy-

fokú hasonlósága ellenére a metabolikus szindrómában szenvedő páciensek esetén a 

plazma kortizolszintje nem emelkedett, így felmerül a túlzott prereceptoriális hormon-

aktiválódás szerepe. A folyamat lényege, hogy a véráramban szállított kortizolt, illetve 

annak inaktív prohormonját, a kortizont erre specifikus enzimek szövetfüggő módon 

képesek egymásba alakítani, vagyis a glukokortikoid hatást aktiválni vagy inaktiválni. 

Ez egyaránt lehetővé teszi, hogy bizonyos szervekben az odajutott kortizol hatástalan 

maradjon, valamint, hogy más szövetekben a felvett kortizol aktivitásánál lényegesen 

erőteljesebb hormonhatás érvényesüljön. Ennek megfelelően, a prereceptoriális 

glukokortikoid hormonaktiválódás kóros eltolódása akár normál szérumkoncentrációk 

mellett is eredményezhet Cushing-szerű tüneteket. Kialakult tehát az a hipotézis, mely 

szerint az aktivációs mechanizmus serkentése elősegítheti, míg gátlása akadályozhatja a 
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metabolikus szindróma, illetve a 2-es típusú cukorbetegség kialakulását és progresszió-

ját. E jelenség vizsgálata tehát hozzájárulhat a patomechanizmus alaposabb megismeré-

séhez, ugyanakkor a rendszer megfelelő és hatékony befolyásolása az említett 

betegségek megelőzésének és kezelésének új távlatait nyithatja meg. 

Munkacsoportunk évek óta foglalkozik az endoplazmás retikulum tápanyag-

szenzor funkciójával, valamint ennek esetleges patológiás szerepével [87]. Mivel az 

elhízással kapcsolatos metabolikus kórképekben az életmódbeli faktorok között az elfo-

gyasztott élelmiszerek mennyisége és minősége kulcsfontosságú, kutatásaink során arra 

kerestük a választ, hogy bizonyos, a mindennapi étkezésben megtalálható vegyületek 

ismert ártalmas vagy jótékony hatása összefüggésbe hozható-e a tápanyagszenzor mű-

ködés változásaival. Hipotézisünk lényege tehát úgy fogalmazható meg, hogy egyes, 

táplálékkal felvett anyagok, vagy azok metabolitjai az endoplazmás retikulum redox 

homeosztázisának, és azon keresztül a szöveti glukokortikoid-hatás modulálásának be-

folyásolása révén növelik vagy csökkentik az elhízás, a metabolikus szindróma és a 2-es 

típusú diabétesz kialakulásának kockázatát. 

A XX. század elejétől egyre szélesebb körben elterjedő, ún. „nyugati étrend” bi-

zonyítottan fokozza az említett betegségek kialakulásának kockázatát. Számos ezzel 

foglalkozó tanulmány a káros hatásokért többek között a felvett táplálék magas szénhid-

rát-, különösen fruktóz-tartalmát teszi felelőssé. Érdekes megfigyelés ugyanakkor, hogy 

bár a távol-keleti emberek étkezésében is jelen vannak az anyagcsere-betegségekre haj-

lamosító tényezők, itt az elhízás, metabolikus szindróma, illetve cukorbetegség elterje-

dése messze nem olyan súlyos, mint a nyugati országokban. A jelenséget magyarázó 

hipotézisek közül a legelfogadottabb a rendszeres és nagy mennyiségű zöldtea-

fogyasztásban látja a megoldást. E megfigyelésekből kiindulva két olyan táplálkozási 

tényezőt vizsgáltunk, melyek metabolikus hatásai meggyőző in vivo eredmények alap-

ján egymással ellentétesek, és hipotézisünk szerint befolyásolják a kortizol 

prereceptoriális metabolizmusát: a glikolízis egyik – a fruktózanyagcserével is össze-

függő – köztitermékét, a F6P-ot, valamint a zöldteában legnagyobb mennyiségben elő-

forduló flavanolt, az EGCG-t. Míg az elhízás, a metabolikus szindróma, illetve a 2-es 

típusú cukorbetegség kialakulását és progresszióját a fokozott szénhidrát-, és különösen 

a fruktózfogyasztás bizonyítottan elősegíti [15, 16], velük szemben a zöldtea ismert 

megelőző és gyógyhatással bír [42-47]. Feltételeztük, hogy ezen élettani hatások – lega-
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lább részben – az endoplazmás retikulum luminális redox állapota, illetve a 

prereceptoriális kortizoltermelés befolyásolásán alapulnak. Kísérleti modellként az 

anyagcsere-betegségek szempontjából kiemelt jelentőségű máj- és zsigeri zsírszövetből 

izolált mikroszómát használtunk. E preparátumok túlnyomórészt endoplazmás 

retikulum eredetű membránvezikulumokat tartalmaznak, megtartva a membrán orientá-

cióját és az organellum luminális kompartmentjének fehérje- és kofaktorkészletét, így a 

fiziológiás viszonyoknak megfelelő, működőképes állapotban található bennük a vizs-

gálni kívánt folyamat lépéseit katalizáló fehérjeapparátus. 

5.2. F6P mint a prereceptoriális glukokortikoid-aktiválódás redukáló forrása 

A mikroszomális kortizonredukció vizsgálata azt mutatta, hogy a folyamat G6P 

mellett F6P-tal is működtethető (1. táblázat). A F6P-függő kortizoltermelés molekuláris 

mechanizmusának alaposabb vizsgálatával, a mikroszóma glukóz-, NADPH-, illetve 6-

foszfoglukonát-termelésének mérésével bebizonyítottuk, hogy a F6P G6P-tá alakulva 

járul hozzá a kortizol keletkezéséhez (2. táblázat, 5. és 6. ábra). Fontos, megválaszolan-

dó kérdés maradt azonban, hogy ez az átalakulás szükséges feltétele-e a rendszer műkö-

désének, valamint, hogy az izomerizáció a membrán melyik oldalán zajlik, és – ezzel 

szoros összefüggésben –, hogy a folyamat részét képezi-e a F6P membránon keresztüli 

transzportja. Ezért megpróbáltuk lépésről-lépésre végigkövetni a F6P útját. Közvetlen 

transzportmérésekkel sikerült alátámasztani a vegyület bejutását az endoplazmás 

retikulum eredetű vezikulumokba (9. ábra). A transzportfolyamatot tovább vizsgálva, 

különböző szubsztrátok, illetve gátlószerek alkalmazásával megállapítást nyert, hogy a 

F6P membránon keresztüli mozgása nem köthető a G6PT működéséhez, mivel azt a 

G6PT hatékony gátlószere nem befolyásolta; ráadásul a G6P és a F6P nem fejtett ki 

kompetitív gátló hatást egymás transzportjára (10. ábra). A nem specifikus glukóz-

foszfát-transzporter (GPT) közreműködése mellett szól az a mérésünk, mely szerint 

ennek ismert ligandja (a G1P) szignifikánsan interferált a F6P felvételével. A transz-

portfehérje egyértelmű azonosítása további kutatást igényel. Tisztított H6PD-n végzett 

méréseink eredményei alapján kizárható egyrészt, hogy a F6P változatlan formában 

(G6P-tá való átalakulás nélkül) szubsztrátként szolgálhatna az enzimnek (11. ábra), 

másrészt az is, hogy a H6PD maga katalizálná a F6P-G6P átalakulást (12. ábra). A lu-

DOI:10.14753/SE.2015.1688



55 

 

menben zajló izomerizáció vizsgálata céljából, mosási lépésekkel megszabadultunk az 

ismert citoszolikus izomeráz enzimtől, majd összehasonlítottuk a F6P-ból kiinduló 

reakcióutak intakt, illetve permeabilizált mikroszómában keletkező termékeit. Eredmé-

nyeink egyértelműen arra utalnak, hogy a F6P nagy hatékonysággal izomerizálódik 

G6P-tá a mikroszóma, vagyis az endoplazmás retikulum lumenében. Bár a mikroszóma 

luminális – azonosítatlan – izomeráz enzime gátolható a citoszolikus PGI gátlószereivel, 

a különböző inhibitorokra való eltérő érzékenység különböző kinetikai tulajdonságokra 

utal (14. és 15. ábra). Ezen túl az immunoblot eredmények (13. ábra), valamint a pH-

tolerancia vizsgálatok (16. ábra) is kizárják, hogy ugyanarról a fehérjéről lenne szó. A 

F6P tehát bejut az endoplazmás retikulum lumenébe, ahol G6P-vá izomerizálódva szol-

gáltat szubsztrátot a H6PD számára, mely a NADP
+
 redukciójával újratermeli az 

organellum NADPH-készletét, táplálva ezzel a 11βHSD1 által katalizált kortizon-

korizol átalakulást. A vizsgált vegyület így jól követhető biokémiai lépésekkel, G6P-on 

mint köztiterméken keresztül, közvetve fokozza a lokális kortizoltermelést. A folyamat 

– igaz, különböző hatékonysággal – mind máj-, mind viscerális zsírszövetből izolált 

mikroszómában lejátszódik, ami összhangban van a prereceptoriális kortizolaktiválódás 

szervek közti megoszlására vonatkozó ismereteinkkel (25. ábra). 

A tápanyag-túlkínálat gyakorlatilag bármilyen sejtben maga után vonhatja a F6P 

citoplazmatikus szintjének emelkedését. A glikolízis egyik intermedierjéről lévén szó, a 

szénhidrátbőség a glukózlebontás fokozódása révén a F6P mennyiségét is növeli. Máj-

szövetben fruktóz lebontásából közvetlenül nem keletkezik ugyan F6P, mennyisége 

azonban közvetett hatás révén mégis növekszik.  A glukokináz (GK) enzim aktivitását a 

„glucokinase regulatory protein” (GKRP) szabályozza, mely aktivált állapotban inaktív 

komplexben megköti a GK-t. A fruktózból fruktokináz által termelt F1P a GKRP fehér-

jéhez kötődve megakadályozza a GK-GKRP komplex kialakulását, így a 

fruktózlebontás a GK aktivitását fokozza, és a G6P és F6P szintjét emeli [120]. Az 

anyagcsere összehangolt szabályozása következtében persze a F6P-szint emelkedését a 

fokozott zsírsavkínálat is kiválthatja. Az acil-, és acetil-KoA, valamint a lebontásukból 

származó ATP a szénhidrát-anyagcserét több ponton is befolyásolja, ami végeredmény-

ben a glikolízis korai intermediereinek (G6P és F6P) felhalmozódásához vezet (25. áb-

ra). Olyan szövetekben (pl. zsírszövetben és izomban), amelyekben nincs fruktokináz 

aktivitás, a F6P a fruktózlebontás kötelező köztiterméke is. 

DOI:10.14753/SE.2015.1688



56 

 

 

 

25. ábra A kortizol prereceptoriális aktiválódását befolyásoló tényezők 

A F6P citoplazmatikus koncentrációját a glukóz, a fruktóz, vagy a zsírsavak szintjének 

emelkedése is növelheti. A vegyület akár a citoplazmában, akár az endoplazmás 

retikulumba való transzportját követően, az organellumok lumenében G6P-tá 

izomerizálódhat, így a H6PD enzimen keresztül közvetve szubsztráttúlkínálatot biztosít 

a 11βHSD1 számára, aminek aktivitása, vagyis a perifériás kortizoltermelés ezért foko-

zódik. Az EGCG ezzel szemben az endoplazmás retikulum luminális NADPH-

készletének enzimatikus oxidációja révén, tehát a szubsztrátszintjének csökkentésével 

gátolja a kortizoltermelést. 

Fruktózban gazdag táplálék fogyasztását követően a vér fruktózkoncentrációja 

megközelítheti a millimólos értéket mind patkányok [121], mind emberek [122] esetén. 

Ezt többek között a vázizomzat és a fehér zsírszövet sejtjei (inzulin-független) GLUT5 

fruktóz-transzportereik segítségével felveszik [123, 124]. Mivel a F6P és G6P 

endoplazmás retikulumba irányuló transzportja – megfigyeléseink szerint – azonos 

nagyságrendű, valamint a két vegyület a citoplazmában és az endoplazmás 

retikulumban egyaránt egymásba alakulhat, az említett szövetekben a F6P feltehetőleg 
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jelentősen hozzájárul a prereceptoriális kortizoltermeléshez. A fruktózból származó F6P 

kontribuciója különösen jelentős lehet metabolikus szindrómában, amikor is az egyre 

rosszabbodó inzulinrezisztencia következtében a zsír- és izomszövet glukózfelvétele 

eleve csökkent. 

Eredményeink alapján valószínűsíthető, hogy a túlzott táplálékbevitel, ezen belül 

a magas szénhidrát-, és különösen a magas fruktóztartalmú étrend okozta metabolikus 

zavarok kialakulásáért – legalább részben – a glukokortikoid célszervek lokális 

kortizoltermelésének fokozódása felelős. Ez a felfedezés rávilágít a metabolikus szind-

róma mögött húzódó molekuláris mechanizmusok egyikére, segítve ezzel a betegség 

kialakulásának pontosabb megértését, és hatékonyabb megelőző, gyógyító stratégiák 

kidolgozását. 

5.3. EGCG hatása a szöveti kortizon-kortizol egyensúlyra 

A másik vizsgált táplálkozási tényezőtől, a zöldtea-katekin EGCG-től, a számta-

lan publikált in vivo eredmény alapján éppen a F6P-tal ellentétes hatást vártunk. Feltéte-

lezésünknek megfelelően, az anyagcsere-betegségekkel szemben közismerten jótékony 

hatású vegyület gátolta a kortizol prereceptoriális aktiválódását. A hatás intakt 

mikroszóma modellünkön igen látványos volt: már viszonylag alacsony koncentráció 

alkalmazása mellett is kevesebb mint felére csökkent a kortizoltermelés (17. ábra). Miu-

tán az alapfeltevés beigazolódott, egyenként kezdtük vizsgálni a mikroszomális rendszer 

elemeit, az EGCG specifikus molekuláris támadáspontját keresve. A citoszol felől befe-

lé haladva az első fehérjekomponens a G6PT, mely a H6PD enzim szubsztrátjául szol-

gáló G6P specifikus transzportere. Az EGCG e fehérjére gyakorolt, esetleges gátló 

hatását, szintén patkány máj mikroszóma preparátumokon, a G6P-felvételének közvet-

len mérésével munkacsoportunk korábban már megvizsgálta és kizárta [116], így ezt a 

lehetőséget jelen munkánk során eleve elvetettük, és az erre irányuló kísérleteket nem 

ismételtük meg. Lumenbe jutását követően a G6P a H6PD enzim által katalizált reakci-

óban 6PG-vé alakul, miközben egy NADP
+
 NADPH-vá redukálódik. A NADPH fluo-

reszcens detektálásán alapuló méréseink, melyek során az enzim aktivitása EGCG 

jelenlétében – még magas koncentrációk alkalmazása mellett is – változatlan maradt, azt 
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támasztják alá, hogy a flavanol e fehérje működését nem befolyásolja számottevően (18. 

ábra). Az ebben a reakcióban keletkezett NADPH ezután koenzimként redukáló erőt 

biztosít a 11βHSD1 enzim működéséhez, vagyis lehetővé teszi a kortizon-kortizol át-

alakulást. A 11βHSD1 működését fluoreszcens technikával és a termékek mennyiségé-

nek folyadékkromatográfiás meghatározásával egyaránt megvizsgáltuk. A két eljárás 

egymással összhangban azt mutatta, hogy bár az EGCG (magas koncentrációban) elér 

némi gátlást, ez messze elmarad az intakt mikroszómában tapasztalttól (19. és 20. ábra). 

A vizsgált zöldtea-katekin mikroszomális kortizoltermelésre kifejtett gátló hatása tehát 

nem magyarázható önmagában a 11βHSD1 enyhe, közvetlen gátlásával. 

Eddigi vizsgálataink összegezve azt a meglepő eredményt hozták, hogy a G6PT-

H6PD-11βHSD1 katalitikus triád működésének EGCG általi hatékony gátlása az egyes 

fehérjekomponensek közvetlen befolyásolása nélkül érvényesül. Az endoplazmás 

retikulum, illetve a mikroszóma luminális NADP
+
-NADPH-készlete maradt tehát a 

kortizolaktiváló rendszer egyetlen olyan komponense, amely az EGCG támadáspontja-

ként szóba jöhet. Mivel az endoplazmás retikulum membránja piridin-nukleotidok szá-

mára gyakorlatilag nem átjárható, az organellum a citoszoltól teljesen elkülönült 

készletet tart fenn. Munkacsoportunk már több ízben rávilágított arra, hogy az 

endoplazmás retikulum luminális NADP
+
-NADPH aránya kiemelkedő jelentőséggel bír 

az ott zajló folyamatokra, ezáltal az egész sejt működésére. Megvizsgáltuk tehát, hogy a 

flavanol befolyásolja-e a mikroszóma piridin-nukleotid redox állapotát. Az 

vezikulumok endogén redukáló-, illetve oxidáló kapacitásának mérésekor (az EGCG-n 

kívül) csak kortizont, vagy kortizolt alkalmaztunk, amelyet így a mikroszomális 

veziklumok kizárólag belső piridin-nukleotid-készletük függvényében tudnak átalakíta-

ni. Kiderült, hogy a zöldtea-katekin nemcsak erősen gátolja a kortizol keletkezését, de 

ezzel párhuzamosan serkenti annak inaktiválódását, holott mindkét reakciót ugyanaz az 

enzim (11βHSD1) katalizálja (21. ábra). Így tehát egyértelművé vált, hogy a vegyület a 

mikroszóma piridin-redox státuszának befolyásolásával éri el a megfigyelt hatást. Ezt a 

következtetést megerősítették intakt mikroszómán végzett fluoreszcens méréseink is. 

EGCG hozzáadásakor ugyanis a vezikulumok intrinzik NADPH-szintjében csökkenést 

tapasztaltunk, ami G6P hozzáadásával jelentős részben ellensúlyozható volt (22. ábra). 

Mikroszóma nélkül, az endoplazmás retikulum lumenében lévőhöz hasonló koncentrá-

ciójú NADPH-oldatban a reakció nem játszódott le, vagyis kizártuk, hogy az oxidáció 
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nem-enzmatikus lépése(ke)n keresztül zajlana. Mivel az antioxidánsok sok esetben ki-

válthatnak prooxidáns hatást is, EGCG jelenlétében megmértük a mikroszomális lipidek 

peroxidációját, melyet a vegyület nem fokozott, sőt, valamelyest – nem szignifikáns 

mértékben – gátolt (24. ábra). Ezzel kizártuk azt is, hogy a NADPH-szint csökkenése 

valamilyen általános oxidatív hatás következménye lenne. 

A feltárt hatásmechanizmus nem volt számunkra példa nélküli: munkacsopor-

tunk korábban bebizonyította, hogy a metirapon szintén a luminális NADPH oxidáció-

ján keresztül gátolja a kortizol keletkezését [47]. Ez a gyógyszermolekula azonban 

alapvetően a szteroid 11β-hidroxiláz gátlószere, ezért semmiképp nem jöhet szóba a 

11βHSD1 szelektív inhibitoraként, vagy a metabolikus szindróma bármilyen mecha-

nizmusú terápiás szereként. 

A teakatekineket viszonylag intenzív felszívódásuk és kiválasztásuk is kiemeli a 

flavonoidok közül [125]. Az EGCG fél-életideje kevesebb mint 4 óra; fogyasztását kö-

vetően koncentrációja a vérben viszonylag hamar eléri a csúcsot, majd gyorsan csökken 

[126]. Humán farmakokinetikai vizsgálatok alapján az orális bevitellel a vérben elérhető 

koncentráció mikromólos nagyságrendű. Egy 2012-ben közzétett tanulmány eredményei 

szerint, melyet 16 egészséges önkéntes bevonásával végeztek, 2 dl zöldtea elfogyasztá-

sát követően egy órával a plazma katekin koncentrációja – ennek nagyjából fele EGCG 

– átlagban 650 nmol/l-re emelkedett [127]. Rendszeres teafogyasztók, vagy teakivonat-

szedők esetén ez a szám akár 4 μmol/l is lehet [128-130]. 

Az EGCG jótékony hatásai szempontjából azonban nem csak és nem elsősorban 

a vérben mérhető mennyiség mérvadó. A szakmai irodalom a 10 és 100 μmol/l közötti 

tartományt tekinti hatékony koncentrációnak, így sejtes modelleken általában ilyen kon-

centrációkat alkalmaznak a molekuláris szintű hatások eléréséhez [131, 132]. Ugyan-

ilyen hatások válthatók ki in vivo, intraperitoneális katekininjekcióval [133], illetve 

EGCG-kivonat, vagy zöldtea fogyasztásával is [134, 135]. Az in vitro és in vivo hatások 

közti párhuzam a vegyületek esetleges felhalmozódására utal a sejtekben, vagy bizo-

nyos sejtorganellumokban, ami a hatékony lokális koncentrációk elérését eredményez-

heti. Az EGCG sejten belüli megoszlásának vizsgálatát bonyolítja a vegyület specifikus 

detektálhatóságának nehézsége. Humán endotél sejtvonalon történt kísérletekben fluo-

reszcensen jelölt EGCG – gyors felvételt követően – a sejtekben akkumulálódott, 

retikuláris megoszlást mutatva, valószínűleg főként az endoplazmás retikulumban és a 
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mitokondriumban [136]. Mitokondriális felhalmozódását neuronális eredetű sejtekben 

már korábban is megfigyelték [137]. Az eredmények tehát arra utalnak, hogy az EGCG 

akár szokásos teafogyasztás következményeként is hatékony koncentrációt érhet el 

intracellulárisan. 

5.4. Az endoplazmás retikulum piridin-nukleotid redox rendszere mint lehetséges 

gyógyszertámadáspont 

Metabolikus szindróma fennállása esetén a szövetek közti kortizon-kortizol cik-

lus valószínűleg zavart szenved, a reakciók (különösen a májban és a zsigeri zsírszövet-

ben) a kortizoltermelés irányába tolódnak, így a kortizolhatás – akár normál szérum-

kortizolszint mellett – erőteljesebb lesz. Ennek kivédésére nem hatékony megoldás ma-

gát a kortizon-korizol átalakulásért felelős enzimet gátolni, hiszen bizonyos szövetekben 

(pl. bőr alatti zsírszövet) éppen ő katalizálja a hormon inaktiválódását [56]. Az EGCG 

kortizoltermelésre gyakorolt gátló hatását alaposan tanulmányozva megállapítottuk, 

hogy valamilyen, eddig nem tisztázott enzimatikus lépésen, vagy lépéseken keresztül a 

zöldtea katekin intakt mikroszómában a luminális NADPH oxidációján keresztül gátolja 

a hormon termelődését, ugyanakkor serkenti inaktiválódását. Ez a szubsztrát-szintű ha-

tás nagyfokú – dupla – szelektivitást tesz lehetővé: egyrészt specifikus az 1-es típusú 

izoenzimre (mivel a 2-es típusú enzim citoplazmatikus NAD
+
 koenzimmel működik, és 

nem az endoplazmás retikulum lumenébe zárt NADPH-val), másrészt specifikus az 

egyik reakcióirányra (sőt, a másik irányt serkenti). Ez a különleges – enzim-

gátlószerekkel el nem érhető – hatás éppen megfelel annak, amit a metabolikus szind-

róma kezelésére alkalmas, ideális hatóanyagtól várunk (26. ábra). 

A zöldtea-katekin olyan ponton befolyásolja a G6PT-H6PD-11βHSD1 rendszert, 

amely nemcsak az EGCG hatásmechanizmusának kutatása szempontjából újdonság, de 

újabb bizonyítékot szolgáltat arra is, hogy az endoplazmás retikulum – mint metaboli-

kus kompartment – tápanyag-szenzorként működik a szervezetben. 

Érdekes módon, ugyanezen ponton, összességében ellentétesen hat az általunk 

vizsgált másik tápanyag-komponens, a F6P is. Arra következtethetünk tehát, hogy a 

vizsgált mikroszomális katalitikus triád működése a szervezet metabolikus állapotát 
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nagymértékben befolyásolja. Mivel az organellum redox mikrokörnyezetében bekövet-

kező változás kihat az egész sejt, illetve a szervezet állapotára is, az endoplazmás 

retikulum elkülönült NADP
+
-NADPH-készlete ígéretes gyógyszertámadáspont lehet a 

metabolikus szindróma, illetve a köré csoportosuló egyéb anyagcsere-betegségek meg-

előzésében és kezelésében. 

 

26. ábra Az EGCG szerepe a szövetek közti kortizon-kortizol ciklus helyreállításában 

Az anyagcsere-betegségekben kialakuló tápanyag-túlkínálat eredményeként a 11βHSD1 

enzimek működése megváltozik: a kortizol perifériás aktiválódása növekszik, míg inakti-

válódása csökken. Mivel az EGCG szubsztrát-szinten befolyásolja az enzimet, a reakci-

ókat mindkét esetben a kívánt irányba tolja el, csökkentve ezzel az aktív hormon 

kórosan magas szintjét. 

A 11βHSD1 közvetlen gátlása helyett sokkal célszerűbb tehát olyan hatóanyagot 

tervezni, mely az EGCG-éhez hasonló mechanizmus alapján befolyásolja a kortizol 

aktiválódását-inaktiválódását. Az általunk megfigyelt molekuláris mechanizmus szere-

pet játszhat a zöldtea elhízással kapcsolatos betegségekben betöltött egészségmegőrző 

hatásában is. 
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6. Következtetések 

 Doktori munkám során arra kerestem választ, hogy két, a metabolikus állapot 

szempontjából egymással ellentétes hatású, a mindennapi táplálkozás részét képező ve-

gyület befolyásolja-e a perifériás kortizoltermelést, és ha igen, szerepet játszhat-e ez a 

mechanizmus a két anyag in vivo hatásában. A kísérletek eredményei alapján az alábbi 

megállapításokat tehetjük: 

1. A F6P hozzájárul az endoplazmás retikulum NADPH-termeléséhez, és ez által 

elősegíti a lokális kortizolaktiválódást is. 

2. A F6P NADPH-generáló és kortizonredukáló hatásának előfeltétele a vegyület 

G6P-tá alakulása, melyet az endoplazmás retikulumban, egy, a citoplazmaitól el-

térő izomeráz enzim katalizál. 

3. A F6P fehérjemediált transzport révén jut be az endoplazmás retikulum lumené-

be. A még azonosítatlan transzporter nem azonos a G6PT fehérjével. 

4. A zöldtea-flavanol EGCG intakt máj mikroszómában gátolja a kortizon-kortizol 

átalakulást. EGCG hatására a mikroszóma endogén kortizonredukáló kapacitása 

csökken, és kortizoloxidáló kapacitása nő. 

5. A kortizoltermelés EGCG általi gátlása nem a folyamatban résztvevő fehérjéken, 

hanem a luminális NADPH oxidációján keresztül érvényesül. 

6. Az EGCG NADPH-oxidáló hatásának specifikus és enzimatikus jellegét tá-

masztja alá, hogy mikroszóma hiányában nem észlelhető, és nem kíséri fokozott 

lipidperoxidáció. 

Összességében tehát levonhatjuk a következtetést, hogy a fruktózban gazdag 

táplálkozás negatív, illetve a teaflavanolok fogyasztásának pozitív metabolikus hatásai 

összefüggésbe hozhatók az endoplazmás retikulum prereceptoriális kortizolaktiváló 

funkciójának befolyásolásával. Ez egyben alátámasztja azt is, hogy az organellum meg-

felelő tápanyagszenzor működése az egész szervezet metabolikus állapotának fontos 

meghatározója. Eredményeink azt mutatják, hogy az endoplazmás retikulum luminális 
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piridin-nukleotid-készlete az elhízással kapcsolatos betegségek (metabolikus szindróma, 

2-es típusú diabetes stb.) prevenciója és terápiája szempontjából ígéretes 

gyógyszertámadáspont, amelyen keresztül a 11βHSD1 kortizonredukáló aktivitása sze-

lektíven gátolható. 
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7. Összefoglalás 

Bár a metabolikus szindróma korunk népbetegsége, a tüneteit kiváltó molekulá-

ris hatásokat eddig csak részben sikerült feltérképezni. Érdekes hasonlóságot mutat a 

mellékvesekéreg túlműködése nyomán kialakuló, kortizol-túltermelésen alapuló 

Cushing-szindrómával. Ebből adódik a feltevés, hogy – a normális vér kortizolszintek 

ellenére – a metabolikus szindrómában is szerepet játszhat a túlzott glukokortikoid-

hatás. A kortizol szövetspecifikus, prereceptoriális metabolizmusa ugyanis a szérum-

koncentráció változása nélkül modulálja a lokális hormonszinteket. Mivel az elhízással 

kapcsolatos metabolikus zavarokban az étrend kiemelt jelentőségű, két, egymással el-

lentétes in vivo hatású táplálkozási tényezőt tanulmányoztunk, melyek hipotézisünk 

szerint befolyásolják a kortizol aktiválódását: a zöldteában nagy mennyiségben előfor-

duló EGCG-t és a glikolízis, valamint a fruktóz-anyagcsere egyik köztitermékét, a F6P-

ot. Míg előbbi fogyasztása bizonyítottan véd a metabolikus betegségekkel szemben, 

utóbbi nagy mennyisége ugyanezen kórképek egyértelmű rizikófaktora. 

A fokozott táplálékbevitel, különösen a túlzott fruktózfogyasztás nyomán kiala-

kuló tápanyag-túlkínálat a F6P intracelluláris mennyiségét jelentősen növeli. Eredmé-

nyeink szerint a F6P bejut az endoplazmás retikulumba, ahol G6P-tá alakulva serkenti 

prereceptoriális kortizoltermelést. Kimutattuk a folyamatban részt vevő, még azonosítat-

lan mikroszomális F6P-transzporter, illetve luminális hexóz-foszfát izomeráz enzim 

jelenlétét. Az általunk leírt mechanizmus részben felelős lehet a magas fruktóztartalmú 

étrend okozta metabolikus zavarok kialakulásáért.  

A zöldtea-katekin EGCG a metabolikus szindrómában feltételezett funkciózavar 

korrekciója irányában hat. Intakt mikroszómában jelentős mértékben gátolja a kortizol 

termelését, ugyanakkor fokozza inaktiválódását. Kimutattuk, hogy az EGCG a luminális 

NADPH oxidációját eredményezi, vagyis szubsztrát-szinten befolyásolja a folyamatot. 

Az EGCG feltárt hatása egyrészt hozzájárul a zöldtea antidiabetikus hatásának ponto-

sabb megértéséhez, másrészt újfajta hatásmechanizmus alapján működő gyógyszerek 

modelljeként szolgál. 
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8. Summary 

Although the metabolic syndrome is a major public health issue worldwide, its 

underlying molecular mechanisms are not fully characterized. It shares multiple symp-

toms with Cushing’s syndrome, a complex metabolic disorder based on cortisol over-

production. Therefore, in spite of normal blood cortisol levels, an impaired 

glucocorticoid metabolism has been implicated in the pathomechanism of the metabolic 

syndrome too. Tissue-specific pre-receptorial metabolism of cortisol can modulate local 

cortisol levels without elevating its plasma concentration. According to our hypothesis, 

stimulating local cortisol-production may promote the development of metabolic dis-

eases, while its inhibition may traverse it. Since nutrition is a key factor in the obesity-

related diseases, we have chosen to examine the potential influence of two dietetic con-

stituents of antagonistic in vivo health effects on cortisone-cortisole interconversion in 

the endoplasmic reticulum. One of them is EGCG, the best studied green tea cathechin, 

a documented anti-diabetic agent, while the other is F6P, a common metabolite of gly-

colysis and fructose metabolism, and a known risk factor of metabolic diseases. 

Nutritional surplus caused by overfeeding – and particularly high fructose intake 

– notably raises the intracellular concentration of F6P. According to our results, F6P 

enters the endoplasmic reticulum, where it can stimulate cortisol-production after hav-

ing been isomerized to G6P. The existence of a microsomal F6P transporter and a lu-

minal hexose phosphate isomerase enzyme were evidenced; nevertheless both proteins 

remain to be identified. Metabolic disorders caused by high-fructose diet can be partly 

attributed to the presented mechanism. 

The green tea catechin EGCG acts towards the correction of the shift in cortisol-

cortisone cycle supposed to occur in the metabolic syndrome. It remarkably inhibits the 

production, and stimulates the inactivation of cortisol in intact microsomal vesicles. It 

has been demonstrated that EGCG causes the oxidation of luminal NADPH, thus affect-

ing the process at the substrate level. Our findings promote a better understanding of the 

antidiabetic effects of EGCG. In addition, they provide a model for drug development 

based on a new and promising molecular target and a novel mechanism of action. 
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