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1. Irodalmi bevezeto

1.1. A vékonybél szerepe a vércukorszint szabalyozasaban
Az emberi szervezet homeosztazisanak fenntartdsdhoz elengedhetetlen vércukor
megfeleld szintjének fenntartasa (3,3-6 mmol/l). Testiink glukozsziikségletét
leggyorsabban a szénhidratok, azon beliil is az egyszerii cukrok elfogyasztasaval tudjuk
biztositani. Ha azonban nem fogyasztunk elegendé szénhidratot, akkor a maj — érzékelve
az alacsony vércukorszintet — el kezdi lebontani a rakarozott glikogénkészletét
(glikogenolizis). A majban talalhato a legjelentdsebb glikogénraktar, melybdl a glukédz
sokkal hatékonyabban eléallithatd, mint a zsirokbdl. A glikogén lebontasabdl szarmazo
glukézt nem a méj hasznositja, hanem a vérbe keriilve hozzajarul a homeosztazis

fenntartasahoz.

Ezzel parhuzamosan aktivaldédik egy masik folyamat is, mely sordn a gluk6z egyszertibb
molekulakbdl ,,gjraszintetizalodik™ (glukoneogenezis). Ehhez mas anyagcsereutak
koztiterékei, végtermékei és egyes aminosavak szolgalhatnak kiindulasi anyagként. Ez

legféképp szintén a majban, kisebb mértékben a vesékben figyelheté meg.

Annak a gondolata, hogy a majon €s vesén kiviil més szervek is képesek lehetnek endogén
glukoztermelésre (EGT) onnan ered, hogy néhany glukoneogenetikus enzimet sikertilt
mas szovetekben is kimutatni, melyeket ezidaig nem tartottak glukoneogenetikusnak.
Ezek koziil a legjelentdsebb és azota is legvitatottabb a vékonybél szerepe az EGT-ben
és igy a vércukorszint szabdlyozasban. Az egyik elmélet szerint a bél
glukoneogenezisének novekedése nagyban hozzajarulhat azon 2-es tipusu diabéteszben

szenvedo betegek allapotanak gyors javulasahoz, akik bariatriai miitéten mentek keresztiil
(D).

A vékonybél szerepe a glukoneogenezisben évtizedeken 4t vitatott volt. A gluk6z-6-
foszfataz rendszer tagjainak jelenlétét sok fiiggetlen laboratdériumban vizsgaltdk, és
néhany kutato szerint a vékonybélnek szerepe lehet a vércukorszint szabalyozasaban (2-
4), legalabbis specialis koriilmények esetében, mint a hosszatava €hezés, vagy amikor a
maj glukéztermelése kiesik (5), illetve magas fehérjetartalmu taplalkozas esetén (6).
Masrészt, a kiilonbozo kisérleti allatokkal tortént megfigyelések nem hoztak egyértelmi

eredményeket a G6Paz rendszer jelenlétével €s aktivitasaval kapcsolatosan. Egy nemrég
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megjelent Osszefoglald cikk a vékonybél glukoneogenikus aramldsanak vizsgalataira
alapozva azt a koOvetkeztetést vonta le, hogy nem 4ll elegendd bizonyiték
rendelkezésiinkre, mely a bél glukdztermelését bizonyitana (7). A vékonybél fontos
szerepet jatszik a fruktoz felvételében és metabolizmusaban is (8). Kutatocsoportunk
korabbi tanulméanyai alapjan a felvett fruktéz glukézza alakulhat (9). Igy azoknal a
fajoknal, melyek foként fruktdz tartalmu taplalékon élnek, a bél G6Paz rendszerére
feltétlentil sziikség van a fruktoz metabolizmusahoz. Ez egy nemrég felfedezett itvonalon
keresztiil valésulhat meg, melyben a fruktoz-6-foszfat egy specialis frukt6z-6-foszfat
transzporteren keresztiil jut az ER lumenébe, majd itt egy ezidaig ismeretlen foszfohex6z-

izomeraz aktivitasu enzim glukoz-6-foszfatta alakitja (10).

1.2.  Szénhidrat anyagcserét érinté metabolikus betegségek- metabolikus
szindroma, diabetes, elhizas

A metabolikus szindroma (MetS) fogalmat Reaven alkotta meg 1988-ban és azbta
tobb definici6 is sziiletett ennek leirdsara. A legaltalanosabban elfogadott definiciok a
kovetkezd szervezetek ajanlasai alapjan sziilettek: az Egészségligyi Vilagszervezet
(World Health Organization-WHO) 1999-as ajanlasa, az American Heart Association
2001-es allasfoglalasa (National Cholesterol Education Program, Adult Treatment Panel
Il A —-NCEP-ATP Ill), valamint a Nemzetkozi Diabétesz Tarsasag (International
Diabetes Federation) 2005-6s definicidja, illetve 2009-ben sziiletett egy harmonizalt
definicio is (11), mely az utobbi kettot egyesiti. Ezek alapjan az a személy szenved
metabolikus szindromaban, akire az aldbbiak koziil legalabb 3 igaz: 1. centralis tipust
elhizés, mely megnovekedett derékkorfogattal jellemezhetd (102 cm f6l6tt eurdpai férfiak
¢és 88 cm f6lott eurdpai ndk esetén), 2. megemelkedett triglicerid-szint (150 mg/dl folott),
3. csokkent HDL-koleszterol szint (40 mg/dl alatt férfiak és S0 mg/dl alatt nék esetén), 4.
magas vérnyomas (130 Hgmm f616tti szisztolés és 85 Hgmm f616tti diasztolés nyomas),
¢s 5. magas ¢homi vércukorszint (100 mg/dl fol6tt). Bizonyos gyogyszeres kezelések ill.
cukorbetegségben szenvedd egyének esetén a 2-4., illetve 5. kritériumot kell csak

teljesiteni a diagnozishoz.

Ezek kozil a kritériumok koziil a legfontosabb az elhizas, melyet a testtomegindex
(body mass index: BMI) alapjan is meghatarozhatunk. A testtomegindex egy

nemzetkozileg elfogadott ardnyszam a taplaltsagi szint megallapitasara, kiszamitasanak

10
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képlete: BMI = teststly (kg) / magassag? (m?). Hivatalosan 25 kg/m? BMI felett
talsulyrol, 30 kg/m? BMI felett pedig elhizasrol beszéliink. Habar a BMI altal leirt talstly
¢s elhizas Aaltalanossagban jol korrelal a metabolikus szindromaval és annak
szovédményeivel, mégis a derékkorfogatot érdemes a fontosabbnak tekinteni. Ennek
egyik oka, hogy a BMI nem jol alkalmazhat6 olyan sportolok esetén, akik jelentds
mennyiségii izommal rendelkeznek, hiszen naluk a megemelkedett BMI nem az elhizasra
utal. Szintén nem jol alkalmazhaté olyan személyek esetében sem, akiknél a
kozelmultban valamilyen okbol stlyos izomvesztés kovetkezett be. Ezeket az extrém
eseteket leszamitva is korlatozottan alkalmazhatd, ugyanis nem utal pontosan a testzsir
eloszlasara; nem fejezi ki a centralis tipust elhizas, illetve a szubkutan zsirfelhalmozas
aranyat. Ezzel ellentétben a derékkorfogat mérése egyszerli €s j6 mutatdja a viszceralis
zsir felhalmozodasanak, ami karosabb a szubkutan lerakodott zsiroknal, mivel elsésorban
a beldle felszabadulo szabad zsirsavak felelések a lipotoxicitasért (12). A szabad
zsirsavak a portalis keringésen keresztiil kozvetleniil a majba jutnak, ahol a felhalmoz6do
trigliceridek zsirmdj kialakuldséhoz vezethetnek. A szabad zsirsavak eljutnak a
hasnyalmirigybe ¢és szivbe is, ezek diszfunkcidjat okozva. Eldbbiben az inzulintermelés
szabalyozasat befolyasoljak hatranyosan, ezaltal elésegitve az inzulinrezisztencia, illetve
a kettes tipust diabétesz mellitusz (T2DM) kialakulasat. A szivbe jutva akadalyozzak a
normalis szivfunkciokat, ami kiilonb6z6 kardiovaszkularis megbetegedésekhez vezet. A
metabolikus szindréma egyike a legveszélyesebb anyagcsere-elvaltozasoknak, mely a
T2DM és az ischaemids szivbetegség kialakulasanak kockazataval jar. A MetS fennallasa
a cukorbetegség kialakuldsanak esélyét hatszorosara, mig a kardiovaszkularis rizikot

csaknem kétszeresére noveli (13).

Ezek alapjan nem meglep6 tehat, hogy az elhizas, a MetS és a T2DM prevalenciaja
nagymértékben atfed egymassal (1. abra). EQy 2015-6s felmérés szerint, melyet 195
orszag részvételével végeztek, 604 millio felndtt és 108 millid gyerek szenved elhizasban.
Az elhizds nagymértékli elterjedésével parhuzamosan az utobbi évtizedekben
tobbszorosére nétt a metabolikus szindromaval diagnosztizalt emberek szama is; Eszak-
Amerikaban mar minden harmadik embert érint a betegség. A MetS manapsag azonban

mar nemcsak a fejlett, de a fejlddo orszagokban is egyre nagyobb problémat jelent.

11
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1. dbra. Az elhizds (4), a metabolikus szindréma (B) és a cukorbetegség (C) elterjedése az Egyesiilt Allamokban a 20
és 60 év kozotti felndttek kozott az 1999-2014 kozott végzett Nemzeti Egészség -és Taplalkozasiigyi Felmérés alapjan
(National Health and Nutrition Examination Survey NHNES) (14)

Az 1. 4brarol az is leolvashatd, hogy bizonyos teriileteken a cukorbetegek szama
meghaladja a népesség 8%-at is. Vilagszerte is riasztoak az adatok: 2015-ben koriilbeliil
415 millid (20 és 79 év kozotti) ember szenvedett 2-es tipusu diabéteszben, kozel 5 millid
ember halalat okozva. A cukorbetegek szama 2040-re a becslések szerint akar 640

milliéra is néhet (15).

1.2.1. Fruktéz fogyasztas szerepe a metabolikus zavarokban

A metabolikus szindroma kialakuldséért elsdsorban a megvaltozott, Uin. ,,nyugati
étrend” és a csokkent fizikai aktivitds a feleldsek. Bar a korai tanulmanyok elsdsorban a
zsirok fokozott fogyasztasara fokuszaltak, mar az 1960-as évektol elkezdtek vizsgalni a
kiilonbozé szénhidratok hatasait az elhizdssal kapcsolatos betegségekre. Szamos
tanulmany kimutatta azdta, hogy a MetS kialakuldsaban dontd szerepet jatszanak a
kiilonb6z6é cukrok, elsdsorban a gylimdlcsben taldlhatd fruktoz, a kristalycukor, azaz
szacharoz (mely egy glukdz- és egy fruktdzgyliriit tartalmaz) és a magas fruktdztartalma
kukoricakeményitd (HFCS), masnéven izogluk6éz, melyet elsdsorban iditditalok

édesitésére hasznalnak (16).

Epidemiologiai tanulmdnyok a szachardz, illetve HFCS fogyasztasaval hoztdk
Osszefliggésbe a MetS, a kardiovaszkularis betegségek, a T2DM és a nem-alkoholos
zsirmaj betegség (NAFLD) kialakulasat is. Egy nagyszabasu vizsgalat szerint (National
Health and Nutrition Examination study-NHANES 1999-2006) a hozzaadott cukrok
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mennyisége (melyeket 24 o6rds étkezési naplo alapjan mértek) szoros Osszefiiggést
mutatott a vér lipid értékeivel, a megnovekedett atlagos triglicerid (TG) szinttel és
csokkent HDL-Koleszterol szinttel. Ebben a tanulmanyban tobb mint 6000 felnéttet
vizsgaltak, de nem tettek kiilonbséget a fruktdz és glukdz fogyasztas kozott, csupan a
teljes elfogyasztott cukormennyiséget vették szamitasba (17). Egy masik tanulmany
Osszefliggést mutatott ki a magas cukorbevitel és a kettes tipust diabétesz kozott,
melyben a talsuly, illetve az obezitas figyelembe vétele az eredményt modositotta, de

nem valtoztatta meg és nem mutatott 9sszefiiggést a mozgasszegény életmoddal sem (18).

Egy olyan felmérés is megjelent, mely a NAFLD-ben szenvedd emberek étkezési
szokasait, vérszérum- és majszovetmintait vizsgalta az egyez6 nemii, korti és BMI-vel
rendelkez6 kontroll csoporthoz képest. Kidertilt, hogy a NAFLD betegek magasabb maj
fruktokinaz és zsirsav-szintdz expresszidval rendelkeztek, és 2-3-szor annyi fruktozt

fogyasztottak (HCSF formajaban) (19).

A kiilonbozd étkezési naplokat vizsgald tanulmanyok alapjan szintén elmondhato,
hogy elsésorban a cukortartalma tditéitalok fogyasztasa felelés az obezitds, magas
vérnyomas ¢s kettes tipusu cukorbetegség kialakulasaért (20). A magas cukortartalmu
iditék hatasait elemezte egy olyan tanulmany, mely a Vviszceralis/zsigeri zsirszovet
valtozasait kovette nyomon a résztvevok 4 csoportjaban (cukortartalmu tiditditalokat
nem fogyasztok; kevesebb, mint heti egyszer fogyasztok; kevesebb, mint napi egyszer
fogyasztok; minden nap fogyasztok) (21). A tanulmany 6 évig tartott, és a
végkovetkeztetés szerint a fruktdoz, mint a cukortartalmu uditditalok {6 Osszetevdje
inzulinrezisztenciat és a viszceralis zsirszovet novekedését okozta a nagy mennyiségben
fogyasztok esetében. Azonban ebben az esetben is vitatott, hogy az tiditditalok fruktoz
vagy glukoz Osszetevije, esetleg mindkettd egyiittesen felelés a kéaros anyagcsere-
elvaltozasokért. Szintén kérdéses a patofizioldgiai mechanizmus, mely a kettes tipust
cukorbetegség ¢€s szivbetegségek kialakulasahoz vezet. Ezért a glukoz, illetve a fruktoz
kiilon-kiilon vizsgalata logikus lenne, ez azonban a gyakorlatban nehezen kivitelezhetd.
Ennek oka, hogy az emberi taplalkozasban mindkét cukorfajtat jelentés mennyiségben -

raadasul altalaban egyiittesen (Isd. szacharoz) - fogyasztjuk.

Egy korabbi klinikai tanulmany a glukoz- és a fruktdz-édesitésii italok fogyasztasdnak

relativ hatdsait vizsgalta elhizott és tulsulyos személyek esetében, ahol ezek az italok a
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teljes energiasziilséglet 25%-at fedezték 10 teljes héten keresztiil (22). Annak ellenére,
hogy a kiilonb6zd édesitésti italok fogyasztasa hasonlé mértékli sulyndvekedést
eredményezett, arra is fény deriilt, hogy a glukodzzal édesitett italokkal szemben a
fruktozzal édesitett italok fogyasztasa soran fokozodott a de novo lipogenezis, kiilonos
tekintettel a viszceralis zsirszovet novekedésére, stimulalva a diszlipidémiat,
megvaltoztatva a lipoproteinek atrendez6dését és csokkentve az inzulin érzékenységet.
M¢ég nem tisztadzott, hogy ez a hatas akkor is érvényesiil-e, ha tisztan fruktoz-édesitett
italok fogyasztasara keriilne sor, vagy ha izokalorikus fruktozt és / vagy glukozt

kombindlnak kiilonbodz0 zsirtartalmu étrendekkel.

Annak ellenére, hogy a fruktézfogyasztas és az elhizas Osszefliggenek, egyértelmii
kapcsolat mégsem volt kimutathato a fruktozbevitel és a kardiometabolikus betegségek
kozott, amennyiben azok nem jartak talzott tapanyagbevitellel és stlygyarapodassal (23-
26). Egy masik koncepcid szerint a fruktoz azaltal jarul hozza az elhizashoz, hogy az
inzulintol fuggetleniil stimulalja a SREBP-1c-t (sterol regulatory element-binding protein
1c), amely egy fontos transzkripcios faktor, és a magba bejutva aktivalja a de novo
lipogenezisben részt vevo géneket (27), zsirsavakat generalva a trigliceridek termeléséhez
amajban. Tulzott fruktdz-bevitel esetén megfigyelhetd volt, hogy egészséges egyénekben
(28), valamint a T2DM-es betegekben (29) is megemelkedett az éhomi plazma
trigliceridszint. Ezenkiviil a m4j lipid szintje is megnovekedett, ami VLDL szintézisével
fokozta a periférias szervek lipidfelvételét, példaul a zsirszévetben és a vazizomban,

hozzajarulva a szisztémas inzulinrezisztenciahoz (30).

Ezen kiviil a frukt6z szerepet jatszhat a leptinrezisztencia kialakulasaban is, igy
fokozva az elhizas és az inzulinrezisztencia sulyossagat (31). Az inzulinrezisztencia az
elhizés masodlagos oka is lehet magas kaldria- és fruktoztartalmu étrend fogyasztasakor
(32, 33), ezért tovabbi kutatasokra van sziikség a frukt6z- és a szachardzbevitel hatasainak
tanulmanyozasara izokalorikus étrend mellett meghatarozott alcsoportokban, mint pl.
elhizott, 2-es tipust cukorbetegségben szenvedd ¢s kardiovaszkularis betegségben

szenvedo populaciokban is.

Allatkisérletek soran is vizsgaltak a tulzott fruktozbevitel elhizasra gyakorolt hatasat.

Olyan étrendek esetén, melyekben patkanyok a napi kaloriabevitel 60%-at (34), rhesus
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majmok pedig a 30%-at (35) fruktdézbodl nyerték, a zsirszovet megnovekedett és mas
metabolikus szindromara (MetS) utald tiinet is megjelent. A fruktdzzal taplalt majmoknal
az adipozitas mellett diszlipidémiat, inzulinrezisztenciat ¢s megndvekedett gyulladasos
mediatorok jelenlétét is kimutattak. Noha a meglévo bizonyitékok meggydzden mutatjak,
hogy a MetS markerei (beleértve a megnovekedett TG szintet, a diszlipidémiat, az
inzulinrezisztenciat ¢s a gyulladasos mediatorokat) fokozodnak a magas fruktoztartalmi
diéta esetén (23-26), a fruktoznak a MetS markereire gyakorolt hatasa nem volt
konzisztens stlymegtartd diéta esetén (25). Ez azt sugallja, hogy a megndvekedett
fruktoz-fogyasztas csupan a tulzott tapanyagbevitellel és elhizassal egyiittesen felelds a

karos egészségiigyi hatasok megjelenéséért.

1.3. Az endoplazmas retikulum szerepe a szénhidrat-anyagcserében
Az endoplazmas retikulumot (ER) a magmembrannal is 6sszefiiggd folytonos membran
hatarolja és a citoplazmatdl jelentdsen eltérd proteommal, metabolommal és redox
kornyezettel rendelkezd 0nallo sejtszervecske. A legfrissebb kutatdsok az ER
tapanyagérzékelésben betoltott szerepét hangsulyozzak, mely az ER redox allapotan

alapszik (36), és a szélséséges taplalkozasi koriilményekre adott sejtvalaszt segiti.

Az ER els6dleges feladata a fehérjék és zsirok szintézise, emellett a szénhidrat-
anyagcserében, a  kalcium-homeosztazis  szabalyozasaban, a  gyogyszerek
Szdmos enzimnek van intralumindlis aktiv centruma, melyek gyakran a citoszdlbol

kapjak a szubsztratjukat, illetve a végtermékek is ide keriilnek.

Az ER lumenében a reakcidk a citoszoltol elszeparalt térben jatszédhatnak le, ezaltal
lehetdveé téve azok szabdlyozdsit. Az ER lumene a citoplazmahoz képest 1ényegesen
(mintegy 30-100-szor) oxidaltabb allapotban van. A glutation redukalt és oxidalt
(glutation-diszulfid) formajanak aranya (GSH/GSSG arany) a citoplazmaban 30-100:1,
mig az ER lumenében minddssze 1-3:1 (37); rdaadasul az ER sajat piridin-nukleotid
poollal rendelkezik (38). Az egyik legérdekesebb folyamat, a glukédz-, illetve
fruktozfogyasztds hatdsara bekovetkezd anyagcserevaltozasok egyik velejardja az
intracellularis glukoz-6-foszfat (G6P) szint emelkedése, mely az ER-be jutva tobbféle
hatast is kifejt.
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Az ER luminalis G6P készletét ugyanis két enzim is hasznosithatja, a gluk6z-6-
foszfataz (G6Paz) ¢és a hexdz-6-foszfat dehidrogenaz (H6PDH). Elébbi a f6
glukoneogenikus szervekben (méj, vese, vékonybél), mig utobbi foként a majban,
izomban ¢és a zsirszovetben expresszalodik. Magas G6P szint esetén a HOPDH hatasara
NADPH termelédik, mely a 11B-hidroxiszteroid-dehidrogenaz 1 (11B-HSD1)
kofaktoraként serkenti a lokalis kortizolszintézist. A kortizol hatasara csdokken a G6P
H6PDH altali felhasznaléasa, biztositva a G6Paz enzimnek a konnyebb hozzaférését a G6P
szubsztrathoz. Alacsony lumindlis G6P-koncentracional, mint példaul éhezés soran, ez az

akut kortizol-indukalta redoxallapotbeli valtozas eldsegiti a glukoztermelést (39).

1.3.1. A glukéz-6-foszfataz rendszer

A gluko6z-6-foszfataz enzim felelds a glukogenolizis és glukoneogenezis k6zos utolsd
1épésének, a glukdz-6-foszfat glukdzza és inorganikus foszfatta torténd hidrolizisének
katalizalasaért. Az enzim aktiv centruma a lumen felé néz, igy miikodéséhez sziikséges a
szubsztrat (G6P) és a termékek (glukoz, foszfat) ER membranon keresztiili transzportja.
Ez alapjan a G6Paz rendszer a kovetkezokbdl all: a G6Paz enzimbdl, és harom
transzlokazbol, melyeket T1, T2 és T3-nak neveztek el. Ebben a modellben T1 felelds a
G6P ER-be befelé, a T2 ¢és T3 pedig a Pi és a glukdz ER-bdI kifelé torténd transzportjaért
(40). Azoéta tudjuk, hogy a G6P bejutasaért a specifikus glukoz-6-foszfat transzporter
(G6PT) a felelds, a termékek kifelé torténd transzportjara azonban tobb elmélet is 1étezik

(2. abra).

A gluk6z-6-foszfataz enzim nem specifikus a glukdz-6-foszfatra; tobbféle hexoz-
foszfatot is képes hidrolizalni, pl. mannoz-6-foszfatot (M6P) (41). A rendszer nagyfoku
specificitasat a tehat a G6P szubsztratot ado GOPT biztositja, mely az ER membranjaban

helyezkedik el.
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2. dbra. A G6Paz rendszer elemei.(Lizdk B. és munkatdrsai alapjdan modositva) (42)

A G6PC egy transzmembran enzim, melynek katalitikus alegysége az ER lumene felé néz. Ez az enzim
hidrolizalja a G6P-ot glukozra és inorganikus foszfatra (Pi). Ezek szallitasahoz az ER-be illetve az ER-b41
specialis transzporterekre van sziikség. A Pi transzportjaért felels fehérjét még nem azonositottik. A
glukoz ER-bol torténd kijutisara 3 elmélet van: transzlokon poruson keresztiil, GLUT glukoz
transzporteren keresztiil a szekrécios utvonalon, illetve egy még nem azonmositott glukoz transzporteren
keresztiil. G6Pdz = glukoz-6-foszfataz; G6PC = glukoz-6-foszfatdz katalitikus alegység, ER = endoplazmas
retikulum; P; = inorganikus foszfat, G6PT = glukdz-6-foszfat transzporter.

Létezik egy, a rendszert érintd huméan genetikai betegség, melynek vizsgélata
lehetévé tette a felépitd elemek azonositdsat és pontos fiziologias szerepiik
feltérképezését. Ez a betegség a glikogéntarolasi betegség I tipusa (glycogen storage
disease type 1-GSDI), melyet elséként Edgar von Gierke irt le 1929-ben, két gyermekben
mutatva ki a majban és vesében felhalmozddd glikogént. Elsoként Cori és Cori
feltételezték 1952-ben, hogy a betegség hatterében a glukoz-6-foszfataz (G6Paz) enzim

hianya all (43). Az enzim elsé mutacidjat azonban még joval késobb, 1993-ben

azonositottak (44), majd megtortént a teljes gén feltérképezése a 17q21 kromoszoman.

A méj és a vese G6P4az hidnya maga utdn vonja a glikogén felhalmozodasat
ezekben a szervekben, mely a vesében foként a proximalis tubulust érinti. Ez un. Fanconi
szindroma tiineteithez vezet, amely azt jelenti, hogy bizonyos kis molekuldk
visszaszivodasa nem megfeleld (pl. glukdz, aminosavak, higysav, foszfat, bikarbonat,

stb.), ennek kovetkeztében a betegekre jellemzd a vesekdvesség, magas vérnyomads, a
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glomerularis filtraciés rata romlasa, proteinuria (45). Emellet a glikogéntarolasi
betegségben gyakori a majmegnagyobbodas ¢s a nem-alkoholos zsirm4j kialakulasa.
Megfeleld kezelés hidnyaban a kronikusan alacsony vércukorszint tejsavas aciddzishoz,
¢s abnormalisan magas vérzsirszinthez vezet. Az elsédleges kezelés egy specialis diéta,

mely els@sorban kukoricakeményitd és egyéb szénhidratok fogyasztasat foglalja magaba.

Ahogy egyre tobb GSDI-ben szenvedé beteget azonositottak, két alcsoportot
lehetett megkiilonboztetni. A fagyasztott majmintakbol enzimaktivitds mérésekkel
bizonyitottadk, hogy az egyik alcsoportban nem volt mérheté G6Paz aktivitds, mig a masik
csoportban a G6Paz aktivitas megmaradt. Ennek a biokémiai heterogenitasnak a
figyelembe vételével Senior és Loridan (46) a betegeket két csoportba sorolta: a GSDla-
ba sorolta be azokat, akik nem rendelkeznek G6Paz aktivitassal, és a GSDIb-be azokat,

akik megtartottdk a G6Paz-aktivitast.

A GSDIa kimutatasa a G6Paz katalitikus alegységének hianyzo aktivitasa altal
egyszerl volt, de a GSDIb defektusdnak azonositdsa mar nem volt ilyen egyértelmi. 1972
¢és 1980 kozott Arion és mtsai egy sor G6Paz aktivitasmérést végeztek intakt és roncsolt
maj mikroszoman (47). Ezekbdl a tanulmanyokbol arra kovetkeztettek, hogy a G6P
G6Paz Katalitikus alegységét ¢és a hozza kapcsolodd transzportereket. Ezt a
tobbkomponensii enzimkomplexet ,,G6Paz rendszer” -nek nevezték el. Nilsson és
munkatarsai 1978-ban bebizonyitottak, hogy az ép mikroszomakban a G6Paz aktivitasa
ellenall a limitalt proteolizisnek (48). Ez arra utalt, hogy az enzim aktiv helye az ER
lumenében helyezkedik el, és a reakcid egy transzmembran szubsztrat transzportertdl
fligg. Tovabbi vizsgalatok soran kiderilt (49, 50), hogy a GSDIb betegekbdl szarmazo
mikroszomak csak akkor mutatnak normalis G6Paz-aktivitast, ha a mikroszoémakat
detergensekkel megbontjak. Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy a GSDIb-t egy feltételezett
G6PT hianya okozza. Azota molekularis genetikai vizsgalatok sordn ezt megerdsitették,
¢és felfedezték a GOPT gén inaktivald mutacioit, melyek a GSDIb-t okozzak (51).
Mikroszatellita markerek segitségével megtortént a GSDIb génjének feltérképezése a 11.

kromoszéma hossza karjan.

A GSDIb a sulyosabb altipus, ugyanis magaban hordozza a GSDI minden

klinikai tlinetét, ideértve az ¢éhgyomri hipoglikémiat, hepatomegaliat, novekedési
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retardaciot, tejsavas acidozist, hiperlipidémiat és hiperurikémiat, amelyek kozvetleniil
tikrozik a G6P anyagcseréjének hibait. Emellett a GSDIb {6 jellemzdje a kronikus
neutropénia, melyet a csontveld neutrofil termelésének diszfunkcioja okoz. Ez az
immundeficiencia ha kezeletleniil marad, fogékonyabba tesz a fertézésekre. Az
elsddleges kezelése a Filgrastim injekcid, mely a természetesen is megtalalhatod
granulocita koldnia stimulalé faktor (granulocyte colony-stimulating factor GCSF) egy
rekombinans DNS-ét tartalmazza, ezzel stimuldlva a szervezet neutrofil-termelését.
Emellett a betegek kiegészité kezeléseket is igényelnek a folyamatos fertézésekre és a

kronikus Iépmegnagyobbodasra. Gyakori tiinet még a gyulladasos bélbetegség is (52).

A GSDI a glikogéntérolasi betegségek leggyakoribb formaja, kortilbeliil 1:50-100
ezer embert érint. Ebbdl 80% GSDIa-ba, 20% a GSDIb-be sorolhato.

Tradiciondlisan még két tipusu glikogéntarolasi betegséget feltételeztek,
nevezetesen a GSDIc és GSDId altipusokat, melyeket az inorganikus foszfat, illetve a
gluk6z ER-bAI valo transzport defektusanak tulajdonitottak. Azonban mostanaig minden

crer

hordozzak, igy genotipusosan ¢s patologiasan is a GSDIb-be sorolandok (53).

A G6Paz enzimnek 3 izoformdja ismert; G6PC1 (G6Paz-a), G6PC2 (IGRP) és
G6PC3 (G6Paz-B, vagy UGRP). A G6Paz-p (G6PC3) hianya esetén 4. tipusu sulyos
velesziiletett neutropénia szindroma (SCN4) alakul ki, amely nem egy igazi
glikogéntarolasi betegség, de glikogéntarolasi betegség 1-gyel rokon szindromanak
(GSDIrs — GSDI related syndrome) tekintheté. A G6PC3 hianya esetén a GSDIb-re

jellemz6 neutropénia és a neutrofil funkcios hibak jelentkeznek (54).

A GSDIa és GSDIb betegek tehat kozos metabolikus fenotipussal jellemezhetdk,
beleértve a karosodott vércukorszint homeosztazist, ami azonban a GSDIrs-re nem
jellemzé. A GSDIb és GSDIrs betegeknél pedig kozos tiinetek a neutropénia €s
neutrofil/makrofag diszfunkcid, mely a GSDIa-ra nem jellemzd. Mig a G6Paz-a/G6PT
komplex aktivitasaban bekovetkezd zavarok jo magyarazatot adnak a GSDIa és GSDIb
betegek karosodott gluk6z homeosztazisara, a GSDIb és GSDIrs esetén bekovetkezd
neutropénia és mieloid diszfunkcié hattere még nem teljesen tisztazott. Mindhdrom
betegségre léteznek mar allatmodellek, melyek lehetdvé teszik a betegség pontosabb

felderitését és 0j kezelési modszerek kidolgozasat, ideértve a génterapiat is (55).
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1.3.1.1. A gluké6z-6-foszfataz

Amint az el6z6 fejezet végén emlitettiik, emberekben ezidaig harom G6Paz izoformat
azonositottak; ezek kiilonbozo gének altal vannak kodolva, és egyedi szerepekkel, szoveti
eloszlassal és kinetikai tulajdonsagokkal birnak (1. tablazat). Az elséként felfedezett
G6Paz-a a G6PC1 altal kodolt fehérje, a masodik az Gn. pankreasz sziget-specifikus
G6PC rokon fehérje (IGRP), melyet a G6PC2 gén kodol, a harmadik pedig a G6Paz-3
(G6PC3 gén kodolja). Habar a harom izoforma csupan mérsékelt homologiat mutat,
membran topoldgiajuk és katalitikus centrumuk nagyon hasonld. Altalanosan elfogadott
nézet, hogy jelentds mértékben a leginkabb méajban és vesében kifejez0dé G6Paz-a

felelds a vércukorszint fenntartasaért (54).

A klasszikus G6P4z, mas néven G6PC1 a majban, a vesében és a vékonybélben
fejezédik ki (54, 56). A maj G6Paza szabalyozza a teljes glukdéz homeosztazist,
folyamatosan fenntartva a megfeleld vércukorszintet ¢hezés esetén is. A vese G6Paza
akar 25%-ban is hozzajarulhat a teljes glukoz-turnoverhez éhezés, illetve diabétesz
esetén, tovabba olyan esetekben, melyeknél a vese az elsddleges glukoneogenetikus szerv
(pl. majtranszplantacié kozben). Citogenetikailag a 17-es kromoszoma q karjanak 21-es
mely erésen hidrofob tulajdonsagti és az ER membranjaba mélyen beagyazddva talalhato.
9 transzmembran doménnel rendelkezik, és az N-terminalisa az ER lumene felé, C-
terminalisa a citoszol felé néz (57). Jol ismert, hogy a G6PC1 hatékonyan hidrolizalja a
glikogenolizisb6l vagy a glukoneogén prekurzorokbdl szarmazo GO6P-t. Ennek a

fehérjének a kiesése felelos a GSDla altipusanak kialakulasaért.

A G6PC2 els6sorban a hasnyalmirigy béta-sejtjeiben expresszalddik, ezért eredetileg
»pankreasz sziget-specifikus G6PC rokon fehérjének” nevezték el (IGRP Islet-specific
glucose-6-phosphatase catalytic subunit-related protein) (54). Ez egy 40,7 kDa-os fehérje,
amelyet a GOPC egyszeres kopiaszamu génje kodol. Ez egy 6t exonbdl 4llo, a kromoszan
a 2q31 lokuszon talalhatdo gén. A G6PC2 szerepe a génkilitott egértorzsekkel végzett
vizsgalatok alapjan valt egyértelmiivé (58). Ezek az allatok viszonylag normalis
fenotipussal rendelkeznek, az ¢homi vércukorszintjiik €s a triacilglicerol szintjiik némileg
alacsonyabb a vad tipusénal. A G6PC2 patofiziologiai szerepe kevéssé ismert. A

kiilonbozd kisérleti eredmények €s az egész genomra kiterjedd asszocidcios vizsgalatok
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alapjan 0gy tlnik, hogy a G6PC2 un. ,negativ gluk6z-szenzor’-ként miikddik a
hasnyalmirigy-szigetekben (54).

A G6PC3 minden szdvetben kifejezédik (54). Az emberi G6PC3 gén hat exonbdl all,
¢s a kromoszoman a 17g21 helyen talalhatd. Az altala kodolt fehérje 38,7 kDa. Az
eredetileg “UGRP ubiquitous glucose-6-phosphatase catalytic subunit-related protein”-
ként elnevezett fehérje felfedezése és leirasa Martin és mtsai altal (59) Gjabb lendiiletet
adott a glukoneogenezis kutatdsanak a kiilonbozé szovetekben. A leirdsuk alapjan ez az
enzim a G6Paz-a-val ellentétben nem rendelkezik foszfohidrolaz aktivitassal. Ezt nem
sokkal utana egy masik cikk cafolta, melyben a GO6Paz-p eclnevezést Kkapta,
megkiilonboztetve a madj/vese/vékonybélben kifejez6dé6 G6Paz-a-t6l. Egyben
kisérletesen bizonyitottak, hogy a G6Paz-f a G6PT-vel funkcionalis komplexet képez, és
feltételezték, hogy ez az enzim is hozzajarulhat a vércukorszint homeosztazis
fenntartasahoz, ami megmagyarazna a glikogéntarolasi betegség Ia tipusban
szenvedoknél megfigyelhetd minimalis szintli endogén glukdztermelést. A szerzok
rakovetkezd évben megjelent cikke azt allitotta, hogy az izomnak is szerepe van a
vércukorszint homeosztazis fenntartasaban, szintén a GO6PT-G6Paz-f jelenlétére
hivatkozva, aktivitdsmérésekkel tdmasztva ald allitasukat. Azdta tudjuk, hogy ez nem igy
van; a G6PC3-nak elsésorban a makrofagok és neutrofil sejtek homeosztazisanak
fenntartasiban van szerepe. A pontos mechanizmus azonban még nem ismert.
Feltételezhetden a 4. tipusu sulyos velesziiletett neutropénia szindroma (SCN4)
hatterében a G6PC3 / G6PT komplex diszfunkcidja allhat. A G6PC3-nak (hasonloan a
G6PC1-hez) G6P-ellatasra van sziiksége az ER-lumenben; tehat, ha a komplex nem
miikodik megfeleléen, akkor a hidrolizis sem miikodhet. A neutrofilek tuléléséhez
glukozra van sziikség, ennek hianyaban hajlamosabbak az apoptozisra (60). igy a zavart
gluk6z homeosztazis neutropéniahoz és neutrofil diszfunkcidhoz vezet. Ez a jelenség a
monocitak illetve a makrofagok esetén is megfigyelhetd. Lehetséges, hogy a Hipoxia
Indukalta Faktor-a (HIF-1a) is szerepet jatszik a folyamatban (61). Az ER-ben a
glukéztermelés kiesése rendellenes glikozilacidhoz vezethet, ami a neutrofil funkcid
romlasat okozza. Egy nemrégiben megjelent tanulmany szerint (62) a G6PC3 elsddleges
szubsztratja az 1,5-anhidroglucitol-6-foszfat (1,5-AG6P), amely a G6P szerkezeti
analdgja. Mint ilyen, az alacsony Km-mel rendelkezdé hexokinazokat gatolja, melyek a

glikolizis els6 1épését katalizaljak. Az 1,5-AG6P alacsony koncentracidban természetesen
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is megtalalhat6 a vérplazmaban, azonban ha til magas a koncentracidja (kb. 3 mM) pl.
SCN4 betegekben, ez a glukdz-hasznositds csokkenéséhez, végsd soron pedig
sejthalalhoz vezet. Ezeket a folyamatokat G6PC3 KO egerekben, illetve humén
leukocitakban is kimutattak. Ezek az eredmények logikus magyardzatot adnak a G6PC3
hipotézist, miszerint a G6PC3 toxikus metabolitokat eltavolité enzimként viselkedik a

G6P-t6l eltérd szubsztratok esetében (54).

1. tablazat. A glukdz-6-foszfatdz izoformdinak tulajdonsagai (54).

G6PC = glukoz-6-foszfat katalitikus alegység; G6Paz = glukoz-6-foszfataz; ER = endoplazmas retikulum

Izoformak

G6PC

G6PC2

G6PC3

Szinonimak

G6PC1, G6Paz-a

pankreasz sziget-

specifikus G6Paz rokon

fehérje - (IGRP)

G6Paz-f, mindeniitt
kifejez6d6 G6PC
rokon fehérje (UGRP)

A human gén
lokalizacidja a

kromoszoéman

17921 (63)

2931 (64)

17921 (65)

Molekulatémeg

35 kDa (66)

40,7 kDa (67)

38,7 kDa (67)

Aminosav
szekvencia
homologia a G6PC

szazalékaban

100

50 (67)

36 (67)

Membran topologia

9 ER transzmembran
domén (57, 66)
Intraluminalis,
feltehetden a
katalizisben szerepet
jatszoé funkcios
csoportok: Arg83,
His119 és His176
(67).

9 ER transzmembran
domén (68)
Katalizisben szerepet
jatszoé funkcios

csoportok (59)

9 ER transzmembran
domén (69, 70)
Katalizisben szerepet
jatszo funkcios

csoportok (69, 70)
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Szervi eloszlasa

maj, vese,
hasnyalmirigy 3
sejtek, bélhamsejtek
(56).

hasnyalmirigy p-sejtek
(64, 67)

mindenhol kifejezédik
(65, 69)

Glukoz-6-foszfataz ~ Jol ismert. A A rekombinans Nincs aktivitdsa a
aktivitas rekombinans fehérjének nincs rekombinans
fehérjének nincs aktivitasa (59) A fehérjének (65). Az
aktivitasa (56). rekombinans fehérjének aktivitas jelen van
van aktivitasa (67, 71); (69, 72) ; Km
Km és a Vmax magasabb, de Vmax
alacsonyabb, mint a alacsonyabb, mint a
G6PC (71) G6PC (69). A
vazizomban a G6PC3
aktivitasa 40-szer
alacsonyabb, mint a
maj G6PC-¢ (72).
Patofiziologias Oroklostt enzimhidny:  Autoantigén 1-es tipusu 4. tipusi stilyos
vonatkozasai glikogéntarolasi diabéteszben? (77-83)  velesziiletett
betegség 1a (GSDIa) Az éhomi vércukorszint neutropénia
(73, 74) szabalyozasa (84-91) szindroma (SCN4) és
overexpresszio 2-es fejlodési zavarok (92-
tipusu diabéteszben 98)
(67, 75, 76)
1.3.1.2. A rendszerhez kapcsolodé transzporterek
1.3.1.2.1. G6PT

A glukoz-6-foszfat transzportert elséként Gerin és mtsai azonositottak (99), és azéta a

gluk6z-6-foszfat transzportja a méj mikroszomakban jol feltérképezett.

A fehérjét a GO6PT (SLC37A4) gén kodolja, mely egy egyszeres kopiaszami gén a

kromoszoma 11g23 l6kuszan.

Northern blot analizis szerint legalabb 2 kiilonb6zé G6PT mRNS létezik, melyek

alternativ splicing révén jottek 1étre. A maj mRNS-e 8 exonbdl all, mig az agyi mRNS
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mind a 9 exont tartalmazza. Az utobbi verziot talaltdk a szivben €s a vazizomszdvetben
IS, és VGPT-nek nevezték el (100). A G6PT mRNS-e nagyobb mennyiségben a majbol a
vesébol mutathato ki, de kisebb mennyiségben szinte minden szévetben megtalalhato, pl.

vastagbél, vékonybél, gyomor, herék és neutrofil sejtek.

A G6PT fehérjét a maj mellett kimutattdk vese mikroszomékban is, de az emberi
fibrocitakbol, patkany 1épbdl és tiidobol, valamint kiilonféle sejtvonalakbol szarmazo
mikroszomakban nem volt detektalhato (101). A human G6PT feltételezett
molekulatdomege 46 kDa, mig a human vGOPT tovabbi 22 aminosavat tartalmaz,
melyeket a 7. exon kddol. A FLAG-jelolt fehérjét COS-1 sejtekben overexpresszalva 37
kDa molekulatomegnél detektaltak a G6PT-t. Az antitesteket a hidrofil peptid
szekvenciara tervezve, az SDS-PAGE soran a human méj G6PT fehérjét 33 kDa-nél
detektaltdk. Szamos bizonyiték szol amellett, hogy a valds molekulatomeg 46 kDa, €s az

SDS-PAGE soran tapasztalt gyorsabb migracio a magas hidrofobicitasnak tulajdonithato.

Az egyik modell szerint a GO6PT hasonlit a bakterialis H6P transzporterhez, az
UhpT-hez, és a homoldgia modellezés alapjan 12 helikazt tartalmaz, és az UhpT-nal
esszencidlisan fontos aminosavak a G6PT esetében is fontos szerepet jatszanak.
Mutagenezis vizsgalatok alapjan azonban az UhpT aktivitdshoz sziikséges 4 csoport
kozil csak 1 létfontossagh a G6PT-nél. Egy masik modell alapjan a G6PT 10
transzmembran domént tartalmaz és az N és C termindlis vége is a citoplazma felé néz.
A transzport aktivitasért felelés aminosavhelyek a R28, K240, H366, é¢s V369 (102). A
glikozilacios és a protedzérzékenységi vizsgalatok azt mutattdk, hogy a G6PT 10-

doménes modellje valdsziniibb, mint a 12-doménes UhpT-szerti modell (103).

A GO6P transzport egyik elmélete szerint a maj mikroszomaiban egy kétiranyu,
facilitalt diffuzid zajlik, mely nagy kapacitassal és alacsony affinitassal jellemezhetd. A
megfigyelt nagy kapacités a transzportereknek az ER membran adott teriiletegységére esé
viszonylag nagy szamanak tudhaté be (104). Ezek a transzport paraméterek egységben
allnak a G6Paz kinetikai tulajdonséagaival, mely lehetévé teszi az elegendden gyors
glukoztermelést a vércukorszint fenntartasahoz. A G6P felvételének és hidrolizisének
egyensulya meghatarozza a metabolikusan aktiv mikroszomalis G6P mennyiségét. A
mikroszomalis GO6P transzportot szdmos vegyiilet gatolja, pl. DIDS (4,4-
diisothiocyanatostilbene-2,2'-disulfonic acid), tiol reagensek, merkapto-pikolinsav,
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kiilonféle proteaz inhibitorok, zsirsavak, acil-KoA, hidroxinitrobenzaldehid, a
klorogénsav €s szarmazékai. Az S3483 klorogénszarmazék kiilondsen hatékony (Ki= 1
uM) ¢és nagy szelektivitdsu, ennek hasznéalata nagyban hozzajarult a rendszer

miikodésének feltarasahoz (105).

Egyik nézet szerint a GO6PT szerepet jatszik a foszfat transzportban, mint
foszfat/G6P antiporter (66, 106); ezt az aktivitasat rekonstitualt transzporter fehérjét
tartalmazo liposzomakban irtak le. Marcolongo és mtsai azonban kozvetleniil vizsgaltak
a GOP transzport mechanizmusat patkanymaj mikroszomalis vezikuldkban. A kisérletek
soran a mikroszomak elézetes feltdltése szervetlen foszfattal (Pi) nem stimulalta a G6P
vagy a Pi bejutdsat a vezikuldkba. A Pi kidramladsat szintén nem lehetett GO6P vagy Pi
fiiggetlentil blokkolta a G6P transzportjat. Ebbdl megallapithatd volt, hogy a majban
talalhato GOPT uniporterként mikodik (107).

Tehat a G6P transzport a majban kétirdnya ¢és fiiggetlen a Pi gradienstdl. Ennek
tovabbi bizonyitéka, hogy ha a Pi-t az ER lumenében Pb?* illetve Ca®" ionokkal
komplexben tartottdk, ez sem valtoztatott a G6P hidrolizisének illetve transzportjanak a

sebességén.

1.3.1.2.2. Foszfat traszporter

Hagyoményosan a Pi transzport defektusat tartottdk a GSDIc okanak. Azonban
késobb kideriilt, hogy a GSDIc hatterében is a G6PT muticioja all. Ebbdl arra
kovetkeztettek, hogy a GOPT felelds a GO6P és a Pj transzportjaért is. Ezt tovabb erdsitette
az a feltevés, hogy az SLC37A csaladba tartozé tobbi transzporter, cukor-foszfat/P;
antiporterek, pl. az SLC37A1 és az SLC37A2 Pi-kapcsolt G6P transzporterek, és mind a
homolog (Pi/Pi), mind a heterolog (G6P/ Pj) cserét elésegitik, mig az SLC37A3 transzport

tulajdonsagai egyel6re ismeretlenek (66).

Proteoliposzomakban vizsgalva a GOPT enzimaktivitasait azt tapasztaltdk, hogy ha a
proteoliposzoma fel volt toltve Pi-tal, a GOP és a P; felvétele is megtortént. A GO6P-felvétel
csokkent a kiils6/bels6 Pi arany csokkenésével, és a Pj-felvétel csokkent a kiils6 G6P
adasaval. Ha a G6PT mutans verziojat alkalmaztdk, sem a G6P, sem a P;j felvétele nem

volt detektalhatd. A GO6PT specifikus inhibitorainak (klorogénsav, vanadat) hasznalataval
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ugyanezt az eredményt kaptak. A G6Paz-a szintén nem tudta a GOP felvételét eldsegiteni
a Pi-vel toltott liposzomakba (106). A kutatocsoport a kiilonbozé természetesen
eléforduld mutacidkat hordozé6 G6PT-ket is megvizsgalta, és megmérte a G6P és Pj
transzport-aktivitasokat. A G6PCI1 nélkiili, csupan G6PT-t tartalmazé proteoliposzoman

mért enzimaktivitasok megegyeztek a koexpresszios assay-k eredményeivel (108).

A G6P hidrolizisével kapott Pi a mikroszoma lumenében csapdaba eshet a Pb?*
ionokkal képzett oldhatatlan komplexben. Ez szolgaltatott kozvetlen bizonyitékot a
G6Paz lumindlis aktivitdsdra. A Pi mikroszomabol torténd kidramlasanak féléletideje

nagyon rovid (kb 1 masodperc).

A mikroszémakon végzett kinetikai vizsgalatok alapjan a Pi-nek PPi-nek és karbamil-

foszfatnak kozos transzportere van, ami kiilonbozik a GO6P transzporterétdl (109).

Egy masik tanulmany bizonyitékot szolgaltatott egy olyan mikroszomalis P;
transzporter 1étezésére, amely nem szallit PPi-t. A mikroszéma Pi-re val6 permeabilitasa
nem valtozik GSDIb betegek esetében, és nem befolydsolja a G6P koncentracioja sem,
ami alapjan a Pi-nek és G6P-nak kiilon transzportere van. Annak a lehetségét is kizartak,
hogy a Pj és a szulfat transzport k6z6s fehérje segitségével torténhet, mivel sem a Pi sem
a kiilonféle foszfat inhibitorok nem befolydsoltdk a szulfat transzportjat maj

mikroszomakban (110).

Az ER membranon keresztiili Pj transzportban részt vevo fehérjéket a mai napig nem
azonositottak. Az emlds sejtek tobbféle Pj transzportert tartalmaznak. A belsé
mitokondrialis membranban egy 34 kDa-os fehérje talalhatd, amely az egybazist foszfat
és az OH" kicserélését végzi. A plazmamembran P; transzporterei Na'-fiiggéek és
legalabb harom kiilonb6z6 csaladba tartoznak: 1-es tipust kotranszporterek pl. NPT1
(SLC17A1), NPT3 (SLC17A2), NPT4 (SLC17A3), és NPTS (SLC17A4); 2-es tipust
kotranszporterek pl. NPT2a (SLC34A1) ésNPT2b (SLC34A2) NPT2c (SLC34A3); és a
3-as tipust kotranszporterek pl. PiT1 (SLC20A1) és PiT2 (SLC20A2).

Ezek koziil is egyesek részt vehetnek a Pi kijutasdban az ER-bdl, ilyen lehet példaul
a Pit-1 fehérje, melyet az ER-ben lokalizaltak simaizomsejtekben (111). Az emlés
vazizomrostokban taldlhat6 szarkoplazmatikus retikulumban (SR) tobb kutatas is

kimutatta a Pj transzporter jelenlétét. A transzporter miikddése soran kalciumot szallit a
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SR lumenébe, ahol az a Pi-vel koprecipital (112). Az izomsejtekben az inorganikus foszfat
kétiranyl transzportja az endo/szarkaplazmatikus retikulumon régéta ismert (113). A
SERCA (szarko-endoplzamatikus retikulum kalcium ATPaz) hidrolitikus aktivitasa altal
Pi jut ki az ER-b61, mialatt kalcium megy be, mely ott raktarozodik (114). A foszfat ionok
koncentracidja nagyban befolyasolja a gyorsan iirithetd intracelluléris kalcium raktarakat
a legtobb sejttipuban. Az alacsony foszfatkoncentracio, amilyen a citoszélban van,
kedvez a kalcium felvételének és raktarozasanak az ER-ben a majban, illetve szamos

egyéb szovetben.

Egy masik lehetséges ER Pj transzporter az NPT4, ami 1-es tipusu kotranszporterek
csaladjaba tartozik. Kimutattdk, hogy a méj és a vese ER membranjéban helyezkedik el.

crer

aktivitasanak hianyat az elégtelen P; transzport okozza (115).

1.3.1.2.3. A glukoz transzportja
A G6P hidrolizisével eldallitott glukoz kijutasa az ER-bol alapvetd fontossagu,
kivaltképp a mdajban, a vesében ¢és a vékonybélben; az ehhez kapcsolodo

transzportfolyamatok azonban még nem teljesen tisztazottak (42).

Elméletben tobb lehetséges magyarazat is van a glukoz ER-bél torténd kiaramlasara:
1. egy kifejezetten az ER glukoz-exportjaért felelds transzporter 1étezése, 2. az ER
membranjaban taldlhatd porus-szeri strukturdk permeabilisak a kicsi, toltés nélkiili
molekuldkra, mint pl. a gluko6z, 3. vezikularis transzport, 4. a GLUT csalad tagjai végzik,

mikdzben a plazma-membran felé vandorolnak a szekrécios palyan.

Az elsd hipotézis ellen sz6l, hogy nem ismeriink olyan mutaciot, mely a glukéz ER-
bol vald transzportjat gatolnd; ez a traszporterek redundancidgja mellett szol.
Természetesen egy ilyen fajta mutaci6 letélis volta is magyarazatot adhat erre. Ezen kiviil

a funkcionalis vizsgalatok kiilonb6z6 transzport-rendszerek jelenlétére utalnak (116).

A mdj mikroszoéman végzett vizsgalatok arra utalnak, hogy feltehetéen két kétiranya
facilitalt transzportrendszer miikodik, melyek valdszinileg a két ER glukozpool-hoz
kapcsolodnak (117). A glukéz ER membranon keresztiili atjutasanak tanulmanyozasara
genetikailag kodolt nanoszenzorokat alkalmaztak HepG2 hepatoma sejtekben, melyek a

citoszol, illetve az ER lumene felé néztek (118). Ezen kisérletek kozvetlen bizonyitékként
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szolgalnak egy nagykapacitasu, kétiranyu glukéz transzportrendszer jelenlétét illetden az

ER-ben.

A masik lehetséges utja a glukoz kijutdsanak az ER-bdl a transzlokon pérusokon at
valosulhat meg, melyek bizonyitottan &atengednek kisméretli, toltéssel rendelkezd
molekulakat nyitott allapot esetén (119-121). A transzlokon csatornaknak nagy
valdszintiséggel szerepiik lehet a glukdz kijuttatasaban, habar ez semmiképp sem lehet az
egyetlen ut. Ugyanis a transzlokonok foként a durva felszinti ER-ben (RER) fordulnak
el6, mig a G6Paz rendszer elsdsorban a sima felszinii ER-ben (SER) talalhat6 (120). Ez
leginkabb a majra igaz, mig hasnyalmirigy esetén nem-specifikus porusszerti struktirak

megfigyelhetéek voltak RER esetén is (119) .

Egy masik feltételezés szerint a glukdz ER-bAI torténd kijutasa torténhet vezikularis
transzporttal, melynek soran a glukéz az ER-bdl kozvetleniil a véraramba jut (122). Ez
azonban nem ad magyarazatot a glukoz gyors kiaramlasara a majbol kiilonb6zo

koriilmények, pl. ¢hezés esetén (56).

A GLUT transzporterek foként a sejtek plazmamembranjaban talalhatoak és a sejtek
glukéztanszportjdban van elsddlegesen szerepiik. Ezek a fehérjék is az ER-ben irodnak at
¢és a szekrécios uton érik el végso célhelyiiket, igy jelenlétiik az ER membranjaban sem
meglepd. A Fluoreszcencia Rezonancia Energia Transzfer (FRET-Forster/fluorescence
resonance energy transfer)- alapti nanoszenzorok hasznalataval nyomon kovethet6 az ER-
en keresztiilhaladdo GLUT-ek szerepe a glukozkiaramlasban (123). A majban tobbféle
GLUT is kifejezddik. Az ezek kozotti egylittmiikodés lehet a magyardzata a transzport
funkciondlis redundancidjanak ¢és annak, hogy miért nincs egy jol elkiilonithetd
patologiaja az ER-bdl valo glukoz-kiaramlas defektusanak. Az egyik glikogéntarolasi
betegség, a GLUT2 hianyabol ad6dod Fanconi-Bickel szindroma azonban pont erre a
kérdésre adhat valaszt. A GLUT2 izoforma a m4j legfontosabb GLUT transzportere, mely
megtaldlhatdo a vesékben ¢és a bélben is. Alapvetben a plazmamembran
glukdztranszportjaban vesz részt, de az ER-en 4thaladva, itt is részt vesz a glukoz
kijuttatasaban. Fanconi-Bickel szindroma esetén a glukéz kijutdsa gatolt, igy az glikogén

formajaban felhalmozodik a majban (124).
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1.3.2. A G6PT-H6PDH-11HSD1 triad miikodése

A G6P nem csupan a G6Paznak, hanem a hex6z-6-foszfat dehidrogenaznak (H6PDH)
is a szubsztratja az ER lumenében (56). Ez az enzim katalizalja a pentdz-foszfat ut elsé
két 1épését azaltal, hogy a G6P-t és NADP+-t 6-foszfoglukonatta ¢s NADPH-v4 alakitja.
A G6PT-H6PDH-11BHSDI triad miikodését a 3. dbra szemlélteti.

G6F, Citoszol

Endoplazmatikus retikulum
lumene

6-PG

Kortizon
(inaktiv forma)

aktiv forma)

3. abra. A G6PT— H6PDH — 115-HSD1 tengely miikodésének sematikus abrazolasa [40].

A citoszolikus G6P a G6PT-n keresztiil az ER lumenébe jutva szubsztratként szolgal a H6PDH szamara, ami ezt 6-
foszfoglukonatta alakitia. Ennek kiovetkezményeként a NADP+ NADPH-va redukalodik, ami a 115-HSD1 enzim
kofaktora, igy az enzim oxidoreduktdz aktivitasa érvényesiil, és az inaktiv kortizont aktiv kortizollad alakitja. G6PT =
glukoz-6-foszfat  transzporter;, HO6PDH = hexdz-6-foszfat dehidrogendz; 115-HSD1 = 11 p-hidroxiszteroid
dehidrogendz-1; G6P = glukoz-6-foszfat; ER = endoplazmas retikulum; 6-PG = 6-foszfoglukonat; NADP+ =
nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfdt (oxidalt); NADPH = nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat (redukalt).

A H6PDH egy nagyon fontos enzim, amely 0sszekottetést biztosit az intermedier
anyagcsere, a redox homeosztazis és a hormonalis szabalyozas kozott az ER-ben.
Els6ként nyil m4j mikroszomabol mutattik ki és klonoztak, majd azonositottak a human
CDNS-ét és génjét. A szekvencia homologia analizis alapjan a HOPDH biokémiailag
kiilonbozik a gluk6z-6-foszfat-dehidrogenaztol (G6PDH), amelyik ugyanezt a reakciot
katalizalja a citoszolban, habar a két gén homoldgiaja alapjan kozos 6siik lehetett. A

H6PDH szélesebb szubsztrat-specificitassal rendelkezik mint a G6PDH, igy nemcsak a
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G6P-ot, de mas hexdz-foszfatokat is hasznosit, mint példaul a galakt6z-6-foszfatot, a
glukozamin-6-foszfatot, a 2-deoxigluko6z-6-foszfatot és a glukozt (125). Azonban élettani
koriilmények k6zott az ER-ben leginkabb a G6P-t hasznositja. Mivel az ER membranja
impermeabilis a piridin-nukleotidokra, ezért a NADP+/NADPH aranyt a H6PDH ¢és
intraluminalis reduktazok egyiittmiikddése tartja fenn. Emellett a HOPDH katalizélja a 6-
foszfoglukonolakton hidrolizisét 6-foszfoglukonatta. Ez az aktivitasa azért is fontos, mert

a 6-foszfoglukonolakton toxikus koztitermék.

A H6PDH legtobb szovetben kifejezédik és aktiv, ami szintén azt erésiti meg, hogy
ez az enzim létfontossagu funkciot tolt be, els6sorban az ER intraluminalis
NADP+/NADPH aranyanak fenntartasaban (126). Ezzel, hogy tulajdonképpen feltolti
ER intraluminalis NADPH készletét, segiti a 11p-hidroxiszteroid-dehidrogenaz 1 (11p-
HSD1) enzim Kortizol-termelését. Legnagyobb mennyiségben a majban, vesében és a
Leydig-sejtekben fejez6dik ki. Az agyban altalanossagban nem expresszalodik
szdmottevd mennyiségben, de néhany neuronban kifejezddik. Minden olyan szdvetben
megtalalhato, ahol a 113-HSD1 is kifejezédik, kivéve a vese intersticialis sejtjeit, ahol a
118-HSD1 dehidrogenaz aktivitasa feltehetdleg a glukokortikoid receptort aktivalja,

mivel ezek a sejtek nem rendelkeznek szamottevé mineralokortikoid receptorral (127).

A 11B-HSD1 enzim az Gigynevezett ,,rovid lanca dehidrogenazok/reduktazok - short-
chain dehydrogenases/reductases (SDR)” szupercsalad tagja. Szamos szovetben
kifejezddik, emberben legnagyobb mennyiségben a majban, vdzizomban €s zsirszovetben
fordul el6. Intracellularisan az ER-ben talalhato (128). Aktiv formaja homodimer
szerkezetli, ennek kialakulasaban a fehérje C-terminalisa vesz részt, ennek modositasa az
enzim aktivitasdnak jelentdés csokkenését eredményezi. Az enzim megfeleld
miikddéséhez elengedhetetlen a fehérje glikozilacioja, ennek részleges gatlasa mintegy
felére csokkenti az enzim dehidrogenaz aktivitasat, ugyanakkor a reduktazaktivitas nem
karosodik. Az enzim kettds funkcioval bir; NADPH jelenlétében az enzim oxidoreduktaz
hatasa érvényesiil, melynek kovetkeztében a kortizon aktiv kortizolla torténd atalakulasat
katalizalja. Magas NADP+/ NADPH aranynal azonban az enzim dehidrogenaz aktivitasa
altal a kortizol inaktivalaséban jatszik szerepet, pl. a bor alatti zsirszovetben. Ennek a
valtozo iranyu aktivitasnak koszonhetd, hogy adott szérumkortizolszint mellett is, a
kiilonbozd szovetek eltérd kortizolhatdsnak vannak kitéve, mely a rendszer

finomhangolasat teszi lehetdve.
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Ez a finomhangolas a 11B-HSD1 legfontosabb szerepe, de emellett
multifunkcionalis karbonil-reduktaz aktivitdsa is van, szamos 11-és 7-oxidoszterolt a 7-
hidroxilalt formara alakitja. Emellett részt vesz a biotranszformacid elsdé fazisanak
reakcidiban és szamos nem-szteroid xenobiotikum karbonil-redukcidjat katalizalja. Tobb
tanulmany rdmutatott a 11B-HSDI1 szerepére az oxiszterol metabolizmusaban és az
epesav homeosztazisban, bizonyitékot szolgaltatva a glukokortikoid-fiiggetlen gének

expressziojat befolyasold hatasara (129).

Konfokalis mikroszképos kisérletek megerdsitették a HOPDH és a 113-HSD1
kolokalizacigjat az ER lumenben a mindkét gént kifejez6 HEK293 sejtekben. A 11B-
HSD1 oxidoreduktaz aktivitasat 6tszorosére emeli, a dehidrogenaz aktivitast hatodrészére
csokkenti a H6PDH jelenléte, igy kozvetlen hatast gyakorol annak katalitikus
tulajdonsagaira (130). Patkany maj mikroszoman vizsgalva megallapitottak, hogy az ER
sajat lumindlis piridin-nukleotid készlettel rendelkezik és a H6PDH és a 11B8-HSD1
kozosen termelik egymas kofaktorait (39). Atanasov és mtsai szolgaltattak eldszor arra
bizonyitékot, hogy a HOPDH és a 11B3-HSD1 kozott kozvetlen fizikai kapcsolat van. Ezt
harom kiilonb6zé maédon is igazoltak; ko-immunoprecipitacioval, FRET modszerrel és

N-terminalis 113-HSD1 mutans segitségével (131).

Az ER lumenében keletkezett kortizol aktivalhatja a citoplazmai glukokortikoid
receptort vagy kotddhet az ER lumenében 1évé fehérjékhez. A 11B-HSD1
kompartmentalizacioja fontos a HOPDH altali szabalyozasaban, és a 7-ketokoleszterol,
mint alternativ szubsztrat metabolizmusa szempontjabol is. Ez az ateroszklerotikus
plakkokban taldlhaté {6 koleszterol oxidacios termék, mely a koleszterindis
taplalékokbol szarmazik. Egy olyan 11B3-HSD1 muténs hasznalatdval, mely a citoplazma
felé iranyul, megallapithatd volt, hogy a kortizon oxidoredukciojat katalizalja, azonban a

7-ketokoleszterolét nem, ugyanis ez csak a lumen feldl érhet6 el (132).

A kortizol szovetspecifikus aktivitdsa €s az anyagcserére gyakorolt hatasai
ravilagitottak a hormon Iehetséges szerepére a szénhidratanyagcsere-betegségek

patomechanizmusaban.

Ismert tény, hogy a 11B-HSD1 szintje emelkedett elhizés esetén a zsirszovetben
(133, 134), ahol ez metabolikus komplikaciokhoz vezet. Ezzel ellentétben a 113-HSD1

expresszidja atlagos, vagy alacsonyabb a majban elhizasban, illetve 2-es tipusu
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cukorbetegségben szenveddknél (134-136). A 11B-HSD1 és a BMI 0sszefliggését
vizsgald tanulmanyok eredményei ellentmondasosak; bizonyos kutatdsok azt talaltak,
hogy a csokkent reduktazaktivitds emelkedett BMI-vel jart egylitt elhizott betegekben,
mig mas tanulmanyok a BMI ¢és a 11B-HSD-1 reduktazaktivitasa kozotti pozitiv
korrelaciorol szamoltak be. Egyik kutatas szerint példaul elhizott egyénekben a 11p-
HSDI szintje szignifikdnsan magasabb, mint a kontrollcsoportban, és a 11B-HSD1
mRNS gén expresszidja pozitivan korreldl a mé;j zsirtartalmaval és forditottan aranyos az
inzulinérzékenységgel. Elhizott férfiak és nék szubkutan abdominalis zsirszovetében a
11B8-HSD1 fokozott dehidrogenaz aktivitasat mutattak ki. Ugyanakkor 150 gyereket és
150 felnéttet elemzo klinikai vizsgalat kimutatta, hogy a pubertas kort fitkban a BMI és
a 11B-HSD1-enzimaktivitas kozott negativ dsszefiiggés van, de leanyokban a 11B-HSD1
aktivitdsa a pubertds sordn, mig fitknal ugyanez a pubertds eldtt alacsony szintli. A
zsirszovet kortizolkoncentracioja és a 113-HSD1 aktivitasa kozott egyik tanulméany sem

igazolt O6sszefliggést, ami tovabbi vizsgalatok sziikségességére hivja fel a figyelmet.

A szubkutan zsir 113-HSD1 mRNS szintje magasabb metabolikus szindrémaban,
illetve 2-es tipust diabéteszben szenvedd egyénekben. A szubkutan zsirszovetben
megemelkedett 11B-HSD1  expresszid  Osszefliggésben 4ll a  metabolikus
komplikéaciokkal, mert a magas glukokortikoid termelés a zsirszovetben csokkenti az

adiponektin felszabadulasat (137).

A 11B-HSD1 expresszigjat ¢és milkodését legintenzivebben a majban
tanulmanyoztadk. A kronikus méjbetegség koros kortizol-metabolizmussal jar, amelyre a
vizelet koros szteroidhormon-profiljabol lehet kovetkeztetni. A vizelettel (iiritett
emelkedett  tetrahidrokortizol ~ (THF) és  allotetrahidrokortizol ~ (allo-THF),
tetrahidrokortizon (THE) arany a 11B-HSD1 fokozott oxidoreduktaz-aktivitasanak
kovetkezménye vagy a rendlis 11B-HSD2-aktivitas csokkenésének eredménye. Huméan
vizsgélatokban igazoltak, hogy elhizas soran a 113-HSD1 expresszidja csokken a majban,
ezzel egyidében ndvekszik a zsirszovetben, ami a glukokortikoidreceptorok
aktivalasahoz vezethet (138). Ezek az eredmények megerdsitik a Tomlinson és mtsai altal
javasolt modellt, ami azt valdsziniisiti, hogy elhizdsban a maj 113-HSD1 aktivitasa eleve
alacsony, és ez fontos protektiv mechanizmus lenne az elhizds karos metabolikus
hatdsainak kivédésében. Kimutattak, hogy csokkent glukoztolerancidban szenvedd

nékben a szubkutan zsirszovet 11B-HSD1 mRNS-expresszioja emelkedett és korrelal az
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OGTT eredményével. Ugyanakkor a viszceralis zsirszovetben is fokozott a 113-HSD1-

aktivitas és —expresszid, ami korrelal a HOPDH mRNS-szintjével.

Az embereken tortént megfigyeléseket transzgenikus, illetve génkiiitott
allatmodelleken végzett vizsgalatok is megerdsitették. Transzgenikus egerek
vizsgélatabol kideriilt, hogy a 11B-HSD1 minimalis szintli overexpresszidja elegendd
ahhoz, hogy a viszceralis zsirszovetben megnévekedjen a zsirlerakodas (139). Ez egyiitt

jart a zsirsejtek méretének névekedésével, és a szabad zsirsavak termel6désével.

Olyan transzgenikus egerekben, melyekben a H6PDH-t tulexpresszaljak a
zsirszovetben, megndvekedett kortikoszteroid termelést és 11B-HSD1 aktivaciot lehet
megfigyelni. Ez  az  emelkedett  kortikoszteroid  termelés  abdominalis
zsirfelhalmozddassal jar és a C/EBP mRNs-ének expresszioja is megnovekedett enyhe
testsulygyarapodas mellett. Emellett éhgyomri hipoglikémiat, gluk6z intoleranciat és
inzulinrezisztenciat, emelkedett plazma szabad zsirsav koncentraciot és ezzel egyiitt jard
megnodvekedett adipdz lipolitikus aktivitdst mértek ezeknél az egereknél. Ezek az
eremények megerdsitik, hogy a HOPDH zsirszovet-specifikus overexpresszioja elegendd
a lokalis glukokortikoid termelés kivaltdsdhoz és a karos metabolikus elvaltozasok

kialakulasahoz (140).

Ha a 11B-HSD1 gént kiiitottek, a zsirszovetben nem volt fenotipusos elvaltozas
megfigyelhets, viszont magas zsirtartalmu taplalkozas és stressz alatt az egerekben
mérséklddott a hiperglikémia és a viszceralis zsirszovet mennyisége, valamint javult az

inzulin-valasz a vad tipusu egerekhez képest (141).

A H6PDH knockout (KO) egerekben alacsonyabb a NADPH képzddése az
endoplazmas retikulumban. Kovetkezésképpen a 11B-HSD1  enzimaktivitasa
oxidoreduktazrol dehidrogenazra valt at, ami glukokortikoid inaktivacidhoz vezet és a

hipotalamusz-hipofizis-mellékvese tengely (HPA) aktivalodik.

A 11p-HSD1-nak fontos szerepe van a maj glukdzkibocsatasanak
szabalyozasaban; ezért megvizsgaltak a KO egerek glukdz-homeosztazisat. Ezek az
egerek sulyos vakuolizacios miopatiaval, felborult gluk6z homeosztazissal, az ER stressz
kovetkeztében aktivalodott UPR—rel (unfolded protein response) ,,nem feltekeredett

fehérje valasszal” rendelkeznek (142).
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A vad tipusi egerekkel 0Osszehasonlitva a KO egereknek csokkent a
sulygyarapodasa, periférias éhgyomri hipoglikémiat, magasabb a glukoztoleranciat és
emelkedett plazma kortikoszteron szintet mértek naluk. Mind az etetett, mind az
¢heztetett KO egerek plazma inzulinszintje normalis volt. Azonban az inzulin és a plazma
glukoz csokkent szintet mutatott az ¢heztetés utan 4 oOraval Gjractetett KO allatok
esetében, ami jobb inzulinérzékenységet jelez. A glukoneogenetikus enzimek; a
foszfoenolpiruvat-karboxi-kinaz (PEPCK) és G6Paz enzimek indukcidja és aktivitasa is
megorzodott eheztetett KO egerekben. A taplalt KO egerek majaban megnovekedett a
glikogéntarolas, a glikogenezis felgyorsulasanak kdvetkeztében; ez elsésorban laktatbol
valosult meg. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a glukokortikoid érzékenység
részlegesen megmarad a m4j szintjén. Ennek alapjan feltételezhetéen a megndvekedett
glikogénszintézis tiikrozi a GOP megndvekedett metabolizmusat glikogénné a HOPDH-

kozvetitett anyagcsere hianyaban (143).

A zsirszdvetben a glukokortikoidok szabalyozzak a lipogenezist és a lipolizist. A
H6PDH KO egerekben kimutattak, hogy a 11B-HSD1 és a GR-ao mRNS szintje nem
kiilonbozott a vad tipusétdl a majban és a gonadalis zsirdepokban. A mikroszomalis 11-
HSD1 fehérjeszint jol korrelalt a gonadalis zsirban expresszaloddo mRNS-sel. Ennek
ellenére az enzimaktivitas elsésorban oxidoreduktaz volt vad tipusu, mig dehidrogenaz a
KO egerek esetén. A kulcsfontossagu lipogén enzimek mRNS-ei; acetil-KoA-karboxilaz,
adiponutrin, sztearoil-KoA deszaturaz-2, alacsonyabb szintiiek voltak KO egerekben, ami
a lipogenezis karosodasara utal. Raadasul a lipolizis sebessége szintén alulmaradt a vad
tipusi egerekhez képest, és a szérum szabadzsirsav-koncentracioja sem emelkedett

¢hezés esetén (144).

Ha a H6PDH-t és a 11B-HSD1-t is kiiitotték, a dupla génkiiitott (DKO) allatok
glukokortikoid metabolizmusa ¢s a HPA is a 113-HSD1 génkiiitott allatokéra hasonlitott.
Azonban a legfontosabb fenotipusos tulajdonsagaikban mégis inkabb H6PDH KO
egerekre hasonlitottak, csokkent testtomegiikkel, izomsorvadassal, a Il-es tipusu rostokat
tartalmaz6 izmok vakuolizéciojaval, éhgyomri hipoglikémiaval, megndvekedett izom
glikogén-szinttel és az UPR gének magasabb expresszidjaval. Ez egybecseng a HOPDH
11B-HSD1-fiiggetlen funkcidjaval, mely sordn a G6P metabolizmus ¢és a

NADP+/NADPH arany a legfontosabb az izom homeosztazisanak fenntartasaban (142).
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H6PDH KO egerek mellékveséje 69% -kal volt nagyobb, mint a vad tipusé, mig
a 11p-HSD1 KO ¢és a DKO mellékvese kb. 30% -kal nagyobb, mint a vad tipus, ami arra
utal, hogy a KO 4allatokban megnétt a HPA aktivitasa. Az ACTH-stimulalt plazma
kortikoszteron koncentraciok 2,2-szer magasabbak voltak a H6PDH KO allatokban és
1,5-szer magasabbak a 11B-HSD1 KO ¢és DKO éllatokban a vad tipushoz képest,

aranyosan a megfigyelt mellékvese hipertrofiaval (145).

Mivel a G6Paz és a HOPDH is a G6P-ot hasznalja szubsztratjaként, feltételezheto
volt, hogy a kiilonbozd glikogéntaroldsi betegségekben szenved6knél az
egészségesekétol eltérd 113-HSDI aktivitasokat lehet mérni. Walker és mtsai két GSDIb
¢és 0t GSDIa betegen és tovabbi génkiiitott egereken vizsgaltak a 113-HSD1 reduktaz
aktivitasat. GSDIb esetén a reduktdz aktivitas csokkent, mig GSDIa esetén jelentds
novekedés volt megfigyelhetd. Ezzel igazolddott a glukdz metabolizmus és a HPA kozotti

kozvetlen kapcsolat (146).

A 11B-HSD1 expresszidja hormondlisan is szabdlyozott az inzulinszerii
novekedési faktor 1-es tipusa (IGF-1) és a leptin altal. Az IGF-1 knockout, a leptinhidnyos
(ob/ob) és a leptinrezisztens egérmodellekben a maj 11B-HSD1 mRNS szintje
alacsonyabb (147, 148).

Leptin rezisztens db/db egereket hasznalva megvizsgaltdk a G6PT-H6PDH-118-
HSDI1 tridd mikodését. A magasabb H6PDH szint a G6PT feliilszabalyozasaval jart
egyiitt a majban, és magasabb kortikoszteron szinttel a keringésben. Az egereket egy
glukokortikoid antagonistaval, RU486-al kezelve mind a H6PDH, mind a 113-HSD1
szintje csokkent, és a hipoglikémia és az inzulinrezisztencia javult. Ez egyiitt jart a maj
G6PT mRNS-énck csokkenésével (149). A GEPT expresszid csokkenése dsszefliggésben

all a m4j glukoneogenikus enzimeinek; a G6Paznak és a PEPCKnek a szuppressziojaval.

A H6PDH ¢és az 11B-HSD1 expresszidja és aktivitdsa a diabéteszes patkanyok
majaban megnovekedett, a PEPCK és a G6Paz illetve a maj kortikoszteron
expresszidjaval egyiitt. Azt is kimutattdk, hogy a HOPDH gatlasa siRNSsel gatolta a 113-
HSD1 fehérje expressziojat és enzimaktivitasat, és gatolta a glukoneogenezis

fokozodasat, és csokkentette a kortikoszteron altal stimulalt inzulinrezisztenciat (150).
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Egerekben az STZ-indukalt diabétesz nem volt hatassal a maj 11p-HSD1 reduktaz
aktivitasara, viszont csokkentette a HOPDH és ndvelte az izocitrat-dehidrogenaz szintjeit
(151). Egy masik tanulmany azonban ravilagitott, hogy elsésorban a gluk6z szabalyozza
a H6PDH-11B-HSD1 rendszert, és az inzulinnak kevés hatdsa van ra, ami csak magas

glukozkoncentracio mellett érvényesiil, alacsony mellett nem (152).

A prereceptorialis kortizoltermelés szerepének ~ megismerése a
szénhidratanyagcsere-zavarokban elémozditotta a 113-HSD1 gatloszereinek vizsgalatat.
A 11B-HSD-1 legismertebb gatloszerei a kovetkezék: PF-00915275, BVT116429,
BVT2733, oleanan, ursan, adamantil-karboxamid, carbenoxolon, INCB13739 MK-0916,
MK-0736 és MK-0916.

In vitro rendszerekben vizsgalva a 113-HSD1 kiilonb6z6 inhibitorainak hatasait, azt
talaltak, hogy a 7-keto-dehidroepiandroszteron dozisfiiggéen gatolta a 11p3-HSD1-at
THP1 makrofagokban és HEK293 sejtekben. Ellenben a 7-ketokoleszterol nem gatolta a
118-HSD1-et HEK293 sejtekben H6PDH jelenlétében sem, viszont THPI
makrofagokban gatolta annak reduktaz aktivitasat (153).

1.3.3. Fruktéz hatasa a G6PT-H6PDH-113-HSD1 triad miikodésére

A szisztémas glukokortikoid-felesleg, ahogy Cushing-koérban is megfigyelhetd,
elhizashoz és a metabolikus szindroma tiineteihez vezet (pl. diszlipidémia,
inzulinrezisztencia és magas vérnyomas) (154, 155). Ugyanakkor a Cushing-koérban nem
szenvedd, csupan centralisan elhizott embereknél a vérben kering6 kortizol szintje nem
emelkedett (154). A centralis elhizdsban szenveddknél a napi glukokortikoid-ritmus
karosodasa figyelhetd meg, melyek alacsonyabb csucsszintekkel, de magasabb
mélyponttokkal rendelkeznek (156, 157) . Ez esetben a glukokortikoid metabolitok
Osszkivalasztasa is emelkedett, valdszintlileg az Sa-reduktaz fokozott expresszidja miatt
megnovekedett maj ,,clearance” kovetkeztében (158-161). Mivel a keringésben 1évo
glukokortikoidok szintje a normal tartomanyban van, ez magasabb hipotalamusz-
hipofizis-mellékvese tengely aktivitast jelez. Fontos megjegyezni, hogy a zsirszovetben
a lokalis kortizolszintézis szintje magasabb, és ez koztudottan szerepet jatszik az

elhizassal kapcsolatos betegségekben (133, 158, 162).

36



DOI:10.14753/SE.2023.2735

A zsirsejtek funkcionalis GoPT—H6PDH—11B-HSD1 rendszerrel rendelkeznek, igy
a rendszer mindharom komponense lehetséges gyogyszer-tdmadaspont lehet, amint erre
a metyraponnal végzett vizsgalatok is utalnak. A metyrapon NADPH-depléciot okoz az
ER-ben, ezaltal befolyasolja a lokalis glukokortikoid aktivaciot (163). Metyrapon kezelés
hatasara a 113-HSD1 az oxidoreduktaz aktivitasrol dehidrogenaz aktivitasra valt 3T3-L1
¢s human Ossejt eredetii differencialodott zsirsejtekben egyarant (163). Ezenkiviil a
luminalis piridin-nukleotidok kimeriilése az ER-ben csokkent 113-HSD1 oxidoreduktaz
differencidlodésa soran. Az adipocitak érésének korai szakaszaban, a preadipocitdkban a
11B-HSD1 expresszioja alacsony, mig a késoi fazisaban novekszik. Korabbi tanulmanyok
kimutattdk, hogy a glukokortikoidok fontos szerepet jatszanak a preadipocitak
differencidlodasaban, mivel a végsd adipogenezishez €s a sejt-proliferacio leéllitasahoz
aktiv glukokortikoidokra van sziikség (164-166). A 11B-HSD1 gatlasa kiilonbozo
agensekkel vagy shRNS-sel gatolta az inaktiv  11-oxidoglukokortikoidok
differencialodast el6segité képességét (167, 168). Ezek a megfigyelések mind

megerdsitik a glukokortikoidok adipogenetikus szerepét.

A hosszantarté magas fruktoztartalmu étrend hozzajarul a metabolikus szindroma
kialakuldsdhoz. Hatasara a zsirszovetben megemelkedik a H6PDH ¢és a 11B-HSD1
expresszidja €s a kortikoszteron szintje, a GR sejtmagbeli felhalmozodasaval
parhuzamosan. Egérkisérletek soran mar az allatok elhizasa el6tt emelkedett a szabad
zsirsav €és a plazma trigliceridek szintje, ami arra utal, hogy a prereceptorialis
glukokortikoid aktivacid6 megteremti a kornyezetet a késObb bekovetkezd elhizashoz
(169). Patkanyokban a talzott szachardz-, fruktoz- és glukozfogyasztas elhizast okoz
azaltal, hogy képes novelni a 113-HSD1 szintjét a zsirszovetben. A méjban a kezdeti
emelkedést csokkenés koveti. Igy a glukokortikoid szabalyozas finomhangolasa még az

elhizas el6tt bekovetkezik, és a leggyorsabb hatas a fruktoz esetén figyelheté meg (170).

A magas fruktoztartalmu diéta egerekben megnovelte a 113-HSD1 és HOPDH fehérje
kifejezddeését, mig a maj kortikoszteron szintje valtozatlan maradt. Ennek kovetkeztében
a GR egyre jobban felszaporodott a citoplazmaban, mialatt a magi szintje valtozatlan
maradt és ez a PEPCK mRNS szintjének csokkenésével tarsult. A lipin-1-szint
emelkedése a maj mikroszOmaban a megndvekedett lipogenezisre  és

hipertrigliceridémiara utal. Az inzulin receptor szubsztrat-1 szerin (307)
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foszforilacigjanak novekedése a karosodott inzulin jelpalyanak a jele, és valdsziniileg a
11B-HSD1 és a lipin-1 szint valtozasanak eredménye. A magas fruktoztartalmua étrend
ezaltal megzavarja a mdj prereceptoridlis glukokortikoid metabolizmusat ¢és
lipogenezisét, ami hipertrigliceridémiahoz és csékkent maj inzulin szenzitivitashoz vezet

(171).

A legfrissebb eredmények tiikrében a maj megnovekedett de novo lipogenezise és TG
termel0dése hatdssal van a zsirszovetre a koztes anyagcsereutak és a gyulladasos
folyamatok révén. A fruktoz-indukalta proinflammatikus folyamatok a zsirszovetbe
beszilirdédé makrofagok és az adiponektin-rezisztencia révén a legfontosabb tényezdk az
inzulinrezisztencia és a globalis anyagcsere-valtozasok szempontjabol a fruktoz-

tulfogyasztas esetén (172).

Az adipogenezis ¢és az adipocita-funkcidé masik fontos kozvetitdi a glukokortikoidok.
Bar mind a glukokortikoid receptor (GR), mind a mineralokortikoid receptor (MR)
expresszalodik  zsirszovetben és szerepet jatszik a leptin  expresszidjanak
szabalyozasaban, a géncsendesitést alkalmazé kisérletek kimutattak, hogy a GR jatszik
fontosabb szerepet az adipogenezis és az adipokinek termelése szempontjabdl az emberi
zsirsejtekben (173, 174). Ezenkiviil az aktiv glukokortikoidok intracellularis képz6dése a
monocitakban / makrofagokban szabdlyozza a proinflammatikus molekuldk
felszabadulasat (175). Kimutattak, hogy a 113-HSD1 szelektiv gatlasa tobb metabolikus
szindromahoz kapcsolodd paraméter javulasat eredményezte; csokkentette a zsirszoveti
gyulladast (176), anti-inflammatorikus hatast gyakorolt az lipopoliszacharid-aktivalta
makrofagokra a hem-oxigenaz-1 aktivalasan keresztiil (177), és csokkentette a pro-
inflammatorikus ~ génexpressziot az  atheroszklerotikus szovetekben (178) az

allatkisérletek soran.

A fruktdz altali metabolikus hatasok masik aspektusa, hogy amikor a majban gyorsan
metabolizalodik fruktdz-1-foszfatta, és ezaltal intracellularis foszfat-kimerilést és AMP
képzddést okoz, ami az AMP-deaminaz aktivaciojahoz és hugyképzodéshez vezet (179).
hugysavszint gyorsan megemelkedhet intravénas adagolds vagy szdjon at valo
fruktozfogyasztas esetén, akar egészen 2 mg/dl koncentracioig (181, 182). Bar ez a

kezdeti emelkedés tranziens, megfigyelték, hogy a heteken &t tartd fruktdézfogyasztas
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megemeli az ¢éhomi hugysavszintet (183, 184). A megemelkedett hugysavszint
Osszefliggésbe hozhatd egy sor patologias allapottal, beleértve az inzulinrezisztenciat, az
elhizast, a 2-es tipusu diabéteszt és a kronikus vesebetegséget (185, 186), és feltehetdleg
magasabb kockazati tényezot jelent a miokardidlis infarktus és neuroldgiai betegségek
(pl. stroke) szempontjabol (187, 188). A xantin-oxidaz gatloé febuxostat a hugysavszint

csokkentése révén véd a fruktoz-indukalta metabolikus szindroma kialakulasatol (189).

Az egyik feltételezett mechanizmus szerint a hugysav kozvetlen hatést fejt ki az
adipocitakra. Sejttenyészetben a higysav oxidativ stresszt és gyulladast indukalt az
zsirsejtekben (190). A xantin oxidoreduktaz gén kilitése gatolta az adipogenezist és a
PPARYy aktivitast (191). Ezek a vizsgalatok azt mutatjak, hogy a hugysavnak fontos
szabalyozd szerepe van az adipogenezisben; igy a fruktéz-medialt hugysavszintézis

Osszefliggésben allhat az inzulinrezisztencia és metabolikus szindroma kialakulasaval.

Fontos megjegyezni, hogy legtobb emlésh6z hasonldan a patkdnyok rendelkeznek
egy ugynevezett (hugysav oxidaz) urikdz enzimmel, mely képes a hugysavat allantoinra
lebontani, ezaltal magyarazatot adva arra, hogy esetiikben a fruktéz miért nem emeli meg
a huigysavszintet. Ha patkannyal végzett kisérletben urikaz inhibitort alkalmaztak, ez 10-
szeresére emeli a hugysavszintet fruktoz-fogyasztas hatasara (192). Ha egerekben
gatoljak az urikaz funkcidjat, az allatok kb. 4 hetesen elpusztulnak a magas htigysavszint
kovetkeztében. Emberekben azonban nincs funkcionalis urikaz enzim (193), ugyanis az
evolucid soran mutaciok kovetkeztében az enzim aktivitasa folyamatosan csokkent, végiil
egy pszeudogén jott 1étre, igy az enzim termelddése is megsziint. Egyes elméletek szerint
ez egybeesik azzal az iddszakkal, amikor a kés61 miocén idészakaban a f6ldi klima hiilni
kezdett. Eurazsia gyltimolcsevo foemldseinek egyre hosszabb teleket kellett talélniiik, igy
hatékonyabb fruktdoz metabolizmusra volt sziikségiik, melynek sordn a zsirszovetben
raktaroztak az energiat. Ezért a fruktoz hatasat vizsgalo allatkisérletek sosem mutatnak
100-0s atfedést az embernél megfigyeltekkel, és ez magyardzatot adhat a fruktoz-

anyagcsere faji kiilonbségeire.

A fruktéz toxicitast vizsgdld tanulmanyokban szintén korlatozott bizonyos
allatkisérletek (pl. patkdnnyal végzett kisérletek) relevancidja. Ugyanis a patkany képes

a C-vitamin szintézisére, mely semlegesitheti a fruktdéz karos hatasait. Mint fontos
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antioxidans, a C-vitamin csokkenti a hugysav altali vaszkularis simaizomsejt karosodast

¢s magas vérnyomast (194, 195).

Az oxidativ stressz okozta szovodmények szerepével 6sszhangban szdmos tanulmany
utalt arra, hogy az antioxidansok alkalmazasa megakadalyozhatja a fruktéz altal kivaltott
zsirszoveti diszfunkciokat (196), vagy a szteatdzis és gyulladas progressziojat zsirmaj
betegségben (197, 198). Osszegezve, a folyamatos fruktdz-taladagolas altal okozott
tulzott lipid-felhalmozodasrol ismert, hogy Osszefiiggésben van az ER-stresszel és az

adipocitak celluléris diszfunkciojaval.

Mikroszoman ¢és sejtes rendszerben vizsgalva koriilbeliil tizszeres vagy ennél
nagyobb NADPH/NADP+ arany sziikséges a 113-HSD1 reduktaz aktivitisahoz. Az ER
lumenében taldlhatd6 NADPH koncentracio erdsen fiigg az extracellularis glukéz szinttdl.
A médium glukéz szintjét csokkentve koncetraciofiiggéen csokkent a 11B-HSD1
oxidoreduktaz aktivitasa és nétt a dehidrogenaz aktivitasa, melyet a kortizol/kortizon

arany mérésével lehet nyomon kovetni (199).

A 11B-HSD1 reduktdz aktivitasa H4IIE majsejtekben és 3T3-L1 adipocitdkban
kevésbé volt érzékeny a médium glukoézkoncentracid-valtozdsaira. A 11B-HSD1
dehidrogenaz aktivitasa H4IIE majsejtekben csupan rendkiviil alacsony gluk6z szintnél
volt megfigyelhetd, ami arra utal, hogy a HO6PDH szubsztrathozzaférése és NADPH
termelése nagyon hatékony. A NADPH termelés erdsen sejttipusfliggd, igy a

glukokortikoid hatas finomhangolasanak szabalyozasaban fontos szerepet jatszik (199).

In vitro rendszerben a frukt6z, mint kizarolagos szénhidratforras hozzaadasa a
médiumhoz elegendé a 3T3-L1 sejtek adipocitakka differencialodasahoz, mikozben a
11B-HSD1 kifejezédése és aktivitasa nd. Transzfektalt HEK293 sejtekkel végzett
kisérletek alapjdn az ER NADPH termelése sokkal hatékonyabb fruktéz, mint gluk6z
esetén. A fruktoz jelenlétében differencidlodott adipocitdk emelkedett FABP4

expresszioval, C/EBPa: C/EBP arannyal és lipolizissel jellemezhet6k (200).

1.4. Foszfohexoz-izomeraz titvonal az endoplazmas retikulumban
Munkacsoportunk régota vizsgalta a GOPT-H6PD—11B-HSD1 triadd mikddését az
endoplazmas retikulumban. Szdmos kisérlet tdmasztotta ald, hogy a G6P stimulalja a

kortizon redukciojat kortizolla az enzimtriad altal (201, 202). Megjelent egy cikk, mely
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szerint azonban nem csupan a G6P, hanem a F6P is hozzajarul a mikroszoémalis kortizon-
redukcidhoz, ami arra utal, hogy ez a hexdz-foszfat is szerepet jatszhat a luminalis

NADPH termelésben (203).

fgy sziiletett meg az az elképzelés, miszerint a F6P G6P-4 alakulhat az endoplazmés
retikulum lumenében. A citoplazmaban ezt az atalakitast a foszfo-glukdz-izomeraz (PGI)
enzim katalizalja, az ER-ben azonban ilyen funkci6ji enzim nem ismert.
Kutatocsoportunk igy kiilonféle mérésekkel megvizsgalta egy lumindlis hex6z-foszfat
izomeraz funkcidju enzim létezésének lehetoségét patkdny maj- és zsirmikroszoéma
felhasznalasaval (10). A mikroszomakbol FOP adasa utan detektaltak a keletkezett glukoz
mennyiségét, megmérték a kortizon-kortizol atalakulds mértékét, valamint NADPH és a
6-foszfoglukonat termelddését. A GO6P szubsztrathoz viszonyitva azt talaltdk, hogy a F6P
szintén jelentds mértékben hozzajarulhat a lokalis glukokortikoid aktivaciohoz. Tobbféle
moédon is probaltdk kizarni annak lehetdségét, hogy a citoszélikus PGI szennyezés
befolyasolja az eredményeket. Elsdsorban mosasi 1épéseket iktattak be, melyek soran
szedimentaciés ¢€s puffercseréléses modszerek biztositottdk a membranhoz lazan
kapcsolodo citoplazmatikus fehérjék eltavolitasat. Az elsd mosas az enzimaktivitas
jelentés csokkenését eredményezte, a tovabbi mosasok azonban mar nem jartak
szdmottevo aktivitascsokkenéssel. A citoszdlikus és a mikroszoma frakciokbol egyforma
mértékll enzimaktivitasoknal elvégezték a PGI immunoblottal torténd analizisét, mely
csak a citoszolikus frakcidban volt detektalhatd. Emellett megallapitottak az enzim
intraluminalis lokalizaciojat is. Megmérték a FOP transzport sebességét gyorsfiltracios
transzport assayvel, mely soran a G6P transzportjdhoz képest kisebb mértékii, de zsir
mikroszoma esetén a majhoz viszonyitva 1,7-Szeres transzport-sebességet kaptak.

Kisérleteik alapjan a FOP transzportjaban a G6PT-tdl eltérd fehérje jatszik szerepet.

A cikk f6 megallapitdsa szerint, bar a majban nem valdszinli, hogy a F6P
nagymértékben hozzajarul a lokalis glukokortikoid aktivacidhoz, az extrahepatikus
szervekben, elsdsorban a fehér zsirszOvetben azonban fontos szerepe lehet,

kiilondsképpen inzulinrezisztencia esetén.

1.5.  Felszivodas
A glukoznak és a fruktéznak mar a béllumenbdl a bélhamsejtekbe valo felszivodasa

is eltér. Mig a glukoz transzportja ATP igényes és Na'-fliggd folyamat (SGLTI-n
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keresztiil), a frukt6z a specifikus GLUTS transzportereken keresztiil szivodik fel, mely
nem igényel ATP-t, és a Na' felszivodasatdl is fiiggetlen (204). Egy gyermekeknél
elvégzett tanulmany szerint szerint a glukdz, illetve bizonyos aminosavak eldsegitik a
fruktoz hatékony felszivodasat a bélbél (205). Egy patkany vékonybélen végzett kutatas
szerint gluk6z hianyaban egy specifikus, konnyen telitédé karrier, mig glukéz
(206). Ha a GLUTS transzporter génjét egerekben Kkiiitotték, azt tapasztaltak, hogy a
fruktoz felszivodas 75%-al csokkent a jejunumban, a vérszérum frukt6z koncentracioja
pedig 90%-kal csokkent a vad tipusu egerekhez képest magas fruktoztartalma étrend
esetén. Standard étrendnél a  génkilitott egerek normadlis vérnyomast ¢és
testtomegnovekedést mutattak. Magas fruktoztaltalmu diétdnal a vad tipust egereknél
ndtt a s6 abszorpcid €s szisztémds magas vérnyomasban szenvedtek mar 2 hét elteltével,
mig a GLUTS génkiiitott egereknél nem volt megfigyelhetdé a megnovekedett so-
felszivodas, ellenben ezek az egerek egyéb tapanyagfelszivodasi rendellenességeket

produkaltak (207).

A felszivodott glukoz, illetve fruktdoz egy részét a bélsejtek lebontjak. A
metabolizmus egyik végtermékeként zsirsavakat szintetizalnak. Masrészt, ma mar ismert,
hogy a mdjon ¢és vesén kiviil a bélnek is van glukoneogenetikus tulajdonsaga. Ebben a
gluko6z-6-foszfatdz rendszernek van szerepe, mely a glukoz-6-foszfatot hidrolizalja
glukézzad és inorganikus foszfattd. A gluk6z-6-foszfat szarmazhat glukoplasztikus
aminosavakbdl, glikogén lebontasabdl, illetve fruktoz-6-foszfatbdl is, melyet az ER
lumenében feltételezhetéen egy hexofoszfat-izomeraz aktivitasi enzim alakit at. Egy
elmélet szerint a bél altal termelt glukoz (féként fehérjedus taplalkozas esetén) a portalis
vénaba jutva, az ottani glukdz-szenzorok segitségével a hipotalamikus magvakba

tovabbitja az informaciot, igy csokkentve az éhségérzetet (3).

A bélnek de novo lipogenetikus tulajdonsaga is van, melyet a fokozott
fruktozbevitel szintén megndvel. Ezaltal a bél megndvekedett lipoprotein termelésbe
kezd, ez az inzulin-valaszt serkentd, cukorbetegségre alkalmazott rosiglitazone

hatéanyaggal csokkenthetd (208).

A bélsejtekben fel nem hasznalt glukéz €s fruktdz a bélhamsejtek bazalis oldalan

passziv transzporttal, a GLUT2 transzporter segitségével (fruktoz esetén részben GLUTS
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segitségével) tavozik. Innen a véraramba keriilnek és a portalis keringésen keresztiil pedig

a majba jutnak.

1.6. G6Paz a bélben, fajok kozti ellentmondasok

A G6P4az jelenlétét elséként majban, majd vesében, végiil vékonybélben igazoltak;
azonban jelenléte az mRNS expresszids vizsgalatok alapjan szamos szovetben felmertilt
(209). Ezt elsGsorban fehérje szintli expresszios vizsgalatokkal illetve enzimaktivitas
mérésekkel igyekeztek megerdsiteni, emellett radioaktiv jeloléssel nyomon kdvethetd a
glukoz atdramlasa a kiilonbozd szervekben. A glukéz-6-foszfatdz foszfohidrolitikus
aktivitasa révén a G6P gluk6zza és inorganikus foszfatta torténd hidrolizisét katalizalja,
melynek fontos szerepe van a vércukorszint homeosztazisanak fenntartdsdban. Az 1960-
as évek ota vizsgaljak az egyéb reakcidokban betoltott szerepét is, illetve a szoveti

megoszlasat kiilonboz6 fajokban.

Az egyik korai ilyen tanulmany David G. Lygre és Robert C. Nordlie nevéhez fiizodik
(210), akik foként nyul illetve patkany vékonybélben mutattak ki a G6Paz

enzimaktivitasait az alabbi reakcidokban:
gluk6z-6-P + H20 — gluko6z + Pi

PPi + H O — 2 Pj

PP + gluk6z — gluk6z-6-P + Pj

CDP + glukéz — glukoz-6-P + CMP (karbamil-difoszfat: CDP; karbamil-monofoszfat:
CMP)

Ebben a cikkben meghataroztdk a G6Paz enzim pH optimumat (6.2) illetve
hémeérsékletfliggését is. Az enzim foszfotranszferdz aktivitadsat megmérték kiilonbozo
fajokban és kiilonboz6 szovetekben: hasnyalmirigy (borju) mellékvese (marha), here,
agy, 1ép, tidé (patkany) is (211). Az els6é 4 szovetben mérheté foszfotranszferaz
aktivitdsokbol arra kovetkeztettek, hogy az enzim ezekben a szdvetekben eltérd

funkcioval van jelen.

Emellett egérben példaul mar 1971-ben kimutattak, hogy a glukdz-6-foszfataz
aktivitdisa mérhetd volt az emésztérendszer minden szegmensében legnagyobb

aktivitassal a kozépsé jejunumban (212). Két évvel késobb megvizsgaltdk a
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glukoneogenezisért felelds enzimek, koztiik a gluk6z-6-foszfataz aktivitasat tengerimalac
jejunumban (213), és jelent6s enzimaktivitas értékeket mértek, mely a majénak 31%-a
volt. A kisérleteket elvégezték 72 oran at €heztetett allatokon is, €s azt tapasztaltak, hogy
az endogen glukéztermelés szintje megn6tt. Nemsokkal késébb Lamers és mtsai ennek
az ellenkez6jét allitottak, ugyanis az 6 méréseik szerint a C14-gyel jeldlt piruvat csupan
10%-a felelds a glukdz termelddésért, melynek szintje szerintiik elhanyagolhat6é a majhoz
képest (214). Mas szerzOok ramutattak, hogy technikailag nincs idealis olyan mérés,
mellyel in vivo megfeleléen kvantifikalhato lenne a bél glukoneogenezisének szintje,
ugyanis pl. a Cl4-el jelolt prekurzorok (alanin) gluk6zza alakulasa csak kvalitativ
értelmezhetdk, a szamszer(sitéshez bonyolult kinetikai analizisre van sziikség (215). A
szintétn Cl4-el jelolt laktat glukézza alakulasanak vizsgalata patkany és nyul
vékonybélben arra az eredményre vezetett, hogy ez sziiletés utan megfigyelhetd, de csak
az elvalasztas idejéig (216). A bél glikogéntartalma bar mindig alacsony, az elvalasztas
kortili idészakban a legmagasabb. Mindebbdl arra kovetkeztettek a szerzok, hogy a bél
glukoneogenezisének fOként az elvélasztas eldtt van szerepe, mégpedig a vékonybél
izomszovetének glukdzellatasaban. Szintén izotdpos vizsgalatokkal a laktatbol és az
alaninbdl szarmazo6 glukoneogenezist vizsgaltdk kutydk majaban és vékonybelében
nyugalomban, illetve testmozgas kdzben (217). Ha a hasnyalmirigyet eltavolitottak,
ebben az inzulinmentes allapotban 5-10-szer magasabb glukoneogenezist detektaltak,

mint a kontrol allatoknal, mind pihenés, mind testmozgas alatt.

Egy masik cikkben Rajas és mtsai (218) analizaltak a patkany ¢és emberi
vékonybél szakaszaiban (duodénum, jejunum, ileum) a G6Paz génexpresszidjat €s
aktivitasat. Fontos megjegyezni, hogy mieldtt a G6Paz cDNS-ét izolaltak volna 1993-
ban, az enzim jelenlétére csupan az enzimaktivitas vizsgalatokbol kovetkeztettek. Ezek
az enzimaktivitasmérések vagy teljes homogenatumbol, vagy mikroszomabol torténtek,
¢és tobbnyire a maj és vese kivételével alacsony értékek voltak, a vizsgalatok jelentds
hanyadaban valosziniileg nem-specifikus foszfatazoknak tudhatok be. A fent emlitett
cikkben RT-PCR és Northern blot vizsgalatok alapjan a G6Paz a patkany duodenum és
jejunum, mig embernél a duodenum, jejunum és legerdteljesebben az ileum szakaszaban
expresszalodott. Diabéteszes ¢s ¢heztetett patkanyok vékonybelében vizsgalva northern
blot analizissel a G6Paz relativ mennyisége magasabb volt, mig inzulinkezelés hatasara

csokkent. Ezt a tendenciat kovették az enzimaktivitdsok eredményei is. Az
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enzimaktivitas-mérésekkel kapcsolatosan fontos megjegyezni, hogy ezek teljes bél
homogenatumok felhasznalasaval késziiltek, ugyanis a szerzok leirasa szerint a bél
mikroszoman végzett enzimaktivitasok nem voltak eredményesek patkany esetében. Ezt
a szerzok egy specidlis inhibitornak, vagy pedig a patkdny bél G6Paz labilitdsanak
tulajdonitottak. Ugyanezekkel a méddszerekkel megmérték az ujonnan szintetizalodott
gluk6z mennyiségét inzulinhidny esetén, és azt talaltak, hogy a vékonybél az endogén
glukozproduktum 20-25%-aért felel6s ebben az esetben. Csakugy, mint ahogy a majnal
is megfigyelhetd, az inzulin a vékonybélben akutan szupresszalta a glukoztermelést. Az
ujonnan keletkezett glukdz prekurzoraiként elsdsorban a glutamint, kisebb mennyiségben
a glicerolt azonositottak, mig maj esetén a f& prekurzorok az alanin és a laktat.
Inzulinhidny esetén a foszfoenolpiruvat karboxikinaz génje erésen indukalédott mind
MRNS, mind fehérje szinten. A glicerokindz gén bar expresszalddott, ennek a szintje nem
valtozott, mig a piruvat karboxilaz génje 80%-kal csokkent. Ebben a tanulmanyban a

vékonybelet inzulin-szenzitiv glukoneogenetikus szervként azonositottak, melynek

crer

Nem sokkal ezutan a cikk utdn megvizsgaltdk emberekben is a két f6
glukoneogenetikus enzim, a frukt6z-1,6-biszfoszfatdz (FBPaz) és a PEPCK szoveti
megoszlasat (219). El6bbit kimutattdk a prosztataban, a méhben, a szuprarenalis
kortexben, a gyomorban és a szivben, a vékonybél epitélialis sejtjeiben és 2-es tipust
pneumocitdkban, a hasnyalmirigyben és a mellékvesében. Habar a PEPCK szoveti
megoszlasa hasonlo volt a FBPazéhoz, a hasnyalmirigyben, a mellékvesében és az 1-es
tipust pneumocitaknal eltérések voltak. Mindazonaltal a két enzim egyiittes el6fordulasa
egyéb szovetekben (pl. vékonybél, gyomor, mellékvese, here, prosztata) felvetette a
kérdést, hogy ezeknek szerepiik lehet-e a glukoneogenezisben. Mivel a glukdz-6-
foszfataz enzim expresszidjat mar human vékonybélben kimutattak, igy a szerzok arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy ez a szerv szerepet jatszhat a gluk6z homeosztazis

fenntartasaban emberben.

A patkanyokon végzett kisérleteknek ellentmondé cikk is megjelent, melyben a
48-72 orat ¢heztetett, diabéteszes €és magas fehérjetartalmi tapon ¢€l6 patkanyok
vékonybelében torténd glukoneogenezist mérték 3-13C-glutamin felhasznalasaval (220).

Az inkubacios 1d6 letelte utan, a szubsztratok felhasznaltsagat illetve a termékek

crer
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spektroszkopiaval. Habar a 13C-glutamin felhasznalasra keriilt, nem volt ebbdl

szamottevd glukdz detektalhato.

Mig tobb tanulmany is sziiletett, miszerint emberben (és egérben is (221)) a bél
glukoneogenezis fokozodik gyomor bypass miitét utan, és ennek elsddleges szerepe van
abban, hogy sok diabéteszben szenvedd embernél a miitét utan javulas kovetkezik be
(222), de ettdl eltéré vélemények is napvilagot lattak (223). Mithieux és mtsai abban
latjak a bél glukoneogenezisének elsddleges szerepét, hogy ennek indukcidjakor a termelt
glukoz a portalis vénaba jut, ahol a glukézszenzorok az agyba kiildenek egy jollakottsagi
szignalt. Ez csokkenti az ¢hségérzetet, és javitja a mdj glukdztermelésének
inzulinvalaszat. Igy példaul fehérjedis taplalkozas vagy gyomor bypass miitét esetén ez

elsGsorban a taplalékbevitelre van hatassal (224).

Egy masik tanulmany patkdny jejunum endotéliumban vizsgalta a G6Paz
enzimaktivitasat fruktoz diéta hatasara (225). Az els6 3 napban egy tranziens emelkedés
volt megfigyelhet6, majd csokkenés kovetkezett be. Az eredmények dsszhangban allnak
azzal a feltételezéssel, hogy a fruktdéz diéta a jejunalis nyalkahartydban elsOsorban
azoknak az enzimeknek az adaptaciés megvaltoztatdsahoz vezet, amelyek részt vesznek
a frukt6z lebontasaban, mig a majban azon enzimek aktivitdsa ndvekszik, melyek részt
vesznek az 1) gluk6z-6-foszfat szintézisében, vagy amelyek a glukdz-6-foszfatot a

pentoz-foszfat ut felé iranyitjak.

Mar 1970-es évektdl vizsgaltdk a G6Paz enzim jelenlétét és akvititasat a
kiilonb6z6 fajok vékonybelében a kigyofeji halaktol (226) az egéren at (227) az emberig
(228). A bél glukoneogenezisének mennyiségét pl. két napos malacoknal vizsgalva azt
talaltdk, hogy nagyon kis mértékben jarul csak hozzd a glukéz homeosztazis

fenntartasahoz (229).

A legfontosabb és leggyakrabban hasznalt laborallatok a kiilonb6z6 egértorzsek.
2009-ben létrehoztak az els6 G6Paz génkiiitott (KO) egereket (230). Azdta mar tobb
szovetspecifikus G6Paz KO egértorzs 1étezik: maj G6Paz KO (LKO), vékonybél G6Paz
KO (IKO) és mindkét szovet G6Paz KO (ILKO).

Mutel és mtsai (4) cikkében arra keresi a valaszt, hogy a maj glukoneogenezisének

kiesése okoz-e problémat az éhgyomri vércukorszint fenntartisidban. A G6Paz

46



DOI:10.14753/SE.2023.2735

majspecifikus kititésével 1étrehozott egértdrzson végzett vizsgalataibol az deriilt ki, hogy
a vese és a vékonybél glukoneogenezise kompenzalni tudta a méjénak a kiesésébol
szarmazo hianyt. Késobb a vékonybélben is kilitottek a G6Paz génjét dupla génkilitott
torzset létrehozva (5), melyen megallapitottak, hogy a vékonybélnek létfontossagi
szerepe van az ¢homi vércukorszint fenntartasdban olyan esetekben, mikor a mdj
glukoneogenezise hidnyzik. A cikkben egy kvantitativ becslést is adnak a bél

glukoneogenezisére vonatkozdan.

Masrészt tudjuk, hogy a Go6Pazra feltétleniil sziikség van a fruktéz-glukédz
atalakulashoz, melyet mar tobb faj vékonybelében kimutattak, pl. kutyak (231) és ember

(232). igy a G6Paznak szerepe van a fruktéz metabolizmusaban is.

Egy nemrég megjelent cikk a bél glukoneogenezis protektiv szerepét
hangsulyozza a maj szteatozis, illetve nem-alkoholos zsirmaj kialakulasa kapcsan (233).
A G6Pazt overexpresszalo egértdrzsek ugyanis védettek voltak a fentiketdl hiperkalorias
taplalas esetén. Ez a maj de novo lipogenezisének és lipid importjanak gatlasan keresztiil

tortént, mig az IKO egereknél megnovekedtek a méj TG raktarai.

A G6Paz enzimrendszer vizsgalatanak leginkabb elterjedt modja a mikroszoma
izolalasat kovetd enzimaktivitds-vizsgalat. Ez torténhet egy un. gyorssziiréses- €s ezt
kovetd radioaktiv jel6léssel, illetve light-scattering modszerrel, valamint a termékek (a
glukéz vagy a foszfat) mérésével. A m4aj mikroszomaban (humdén, patkany) validalt
alamethicin koncentracié pontosan beallithato, és az enzimaktivitas-mérésnek nagyfofu
(95%-0s) pontossagat teszi lehetévé. A GOP transzportja a G6Paz enzim hianyaban is
megfigyelhetd, mely egy kiilonallo transzporter jelenlétét igazolja (234).
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2. Célkituzések

Elsddleges célunk volt, hogy feltarjuk a fajspecifikus kiilonbségeket a gluk6z-6-
foszfataz rendszer mikodését illetden vékonybélben. A kiilonb6z6 taplalkozas ugyanis
magaval hozhatja a rendszer alternativ miikodésmodjat. Ezért megvizsgaltuk a G6Paz
rendszer jelenlétét és aktivitasat egy gylimolesevd 6sokkel rendelkezé mindenevében

(ember), egy ndvényevO-gylimolcsevOben (tengerimalac) ¢és egy ndvényevoben

(patkany).

Masrészt szerettilk volna megvizsgalni, hogy a kutatdcsoportunk altal korabban maj
mikroszoméban azonositott foszfohex6z izomerdz Gtvonal megfigyelhetd-e bél esetén is.
Szintén korabbi eredmények alapjan tudjuk, hogy a glukéz képes a 11B-HSD1-fiiggd
glukokortikoid aktivaci6 fokozasara. Szerettik volna tisztazni, hogy ez a hatés

megfigyelheté-e fruktdz esetén is.
Kisérleteinkkel az alabbi konkrét tudomanyos kérdéseket kivantuk megvalaszolni:

1. A kiilonb6zd taplalkozasi emldsok vékonybelében megerdsitheté-e a G6Paz
rendszer jelenléte és aktivitasa?

2. Ugyanezen fajok vékonybél mikroszémaiban a F6P szubsztrat hozzajarul-e a
G6Paz rendszer aktivitasdhoz?

3. A fruktéz hogyan befolyasolja in vitro a 11B-HSD1 oxidoreduktaz illetve

dehidrogenaz aktivitasat?
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3. Modszerek

3.1. Real-time RT-PCR

A patkany és tengerimalac maj és bél szovetébdl az RNS-t RNeasy Plus Mini

Kittel (Qiagen) izolaltuk a gyartod utasitasai szerint. A huméan méj és bél szovetekbdl

szarmazé RNS-ek az Ambion-Applied Biosystems (First Choice® Human Total RNA

Survey Panel) és Biochain cégektdl szarmaztak. 2 mikrogram RNS-t irtunk at reverz

transzkripcioval 20 ml végtérfogatban Superscript® Il First Strand Synthesis System

(Invitrogen™) ¢és random hexamerek segitségével. A G6Paz és GO6PT expresszios

szinteket fluoreszcens Real-time PCR-rel kvantifikaltuk DNA engine thermal cycler (MJ

Research, Waltham, MA) és Opticon Monitor 4 szoftver segitségével. A kisérleteket
haromszor ismételtitk 25ml reakcioelegyben. A cDNS-eket Platinum SYBR Green gPCR

SuperMix UDG (Invitrogen™)-vel sokszorositottuk 200 nM sense és antisense primerek

hasznalataval, melyeket az 2. tdblazat tartalmaz.

2. tabldzat. Real-time PCR primerek

Enzim fajok primerek
Go6Paz tengerimalac 5’-ACGTGATGGTCACATCTACTCTT-3’
5'-AGACAGACATTCAGCTGCACA-3’
patkany 5'-TTCCGGTGCTTGAATGTCGT-3¢
5'- GCAAGGTAGATCCGGGACAG-3¢
ember 5'-ACGTGATGGTCACATCTACTCTT-3¢
5'-AGACAGACATTCAGCTGCACA-3°
G6PT Tengerimalac és 5'-TGTCCCCCTACCTGTGGGTGCTCTC-3¢
ember
5'-CCAGGAGAGAGGACAGTCCGCTCTC-3¢
patkany 5'-GGACGATTTGGGGCTCATCA-3¢

5‘“ACGTTGACCAGACCAACCAG-3¢
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Az amplifikacios protokollként a G6Paz esetében a kovetkez6t alkalmaztuk: 95
°C (10 perc), 40 ciklus 95 °C (20 mp), 60 °C (20 mp), and 72 °C (20 mp). Az RT-PCR a
GO6PT esetében is a fentiek szerint zajlott, annyi kiilonbséggel, hogy a kapcsolodasi
(annealing) hdmérséklet 57°C volt. Az expresszids szinteknél a maj expresszidja volt a
referencia, melyet 100%-nak vettiink. A PCR amplifikacios hatékonysagot Marcolongo
¢és mtsai publikacidja alapjan szamoltuk (235). Minden assayt 3 parhuzamossal, negativ
kontrolok (templat nélkiili, ill. reverz transzkriptdz nélkiili templat) mellett végeztiink.

Negativ kontrolok esetén nem volt jel a megfigyelt tartoméanyban.

3.2. A mikroszémak

A mikroszéma a tudomany altal altalanosan elfogadott ER modell, ugyanis 95%-ban
olyan vezikulumok alkotjak, melyek az ER-bdl szarmaznak és azok integritasat, eredeti
orientaciojat illetve specialis luminalis mikrokdrnyezetét is megtartjak. Kutatdcsoportunk
régota foglalkozik az ER-ban talalhaté enzimrendszerekkel, igy a mikroszoma izolalas is
évtizedes, jol bevalt protokolok alapjan rutinszeriien tortént, a lentebb részletesen is

ismertetett protokoll alapjan.

3.2.1. Mikroszémak eredete

A patkdny mikroszomalis frakciok 180-230 g testtomegli, him Wistar patkanyokbol
(Charles River (Europe) Laboratories Inc. Toxi-Coop Ltd., Budapest, Hungary)
késziiltek, a tengerimalacokat pedig a LAB-ALL BT.-t6] szereztiik be (Budapest,
Hungary), 400-450 g testtomeggel. Az allatokat normal koriilmények kozott tartottuk,
szabad hozzaféréssel a taplalékoz. M4 mikroszoma izolalas esetében azonban a kisérlet
elodtti estétél mar nem kaptak tobb taplalékot, ugyanis a majban felhalmozodott glikogén
ronthatja a mikroszoma izolalas minéségét. Az allatokat erre elkiilonitett szobaban
dekapitacioval aldoztuk fel. Az emberi maj és bél mikroszomak kereskedelmi
forgalomban 1évd termékek, melyek informacioi részletesen is elérhetéek a cégek
honlapjan. A human maj mikroszémakat (katalogusszam: HMMCPL) a Thermo Fisher
Scientific Inc. cégtél (Waltham, MA, USA), mig a huméin bél mikroszomakat
(katalogusszam: HO0610.I) a Sekisui XenoTech LLC-tdl ( Kansas city, KS, USA)
vasaroltuk. Ez bél esetében 15, m4j esetében 50 kiilonb6zd, vegyes nemi Osszetételil,
foként kaukazusi populaciobol szarmazo egyének kevert mikroszéma mintait tartalmazta,

akik valamilyen hirtelen bekovetkezd ok miatt halaloztak el.
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3.2.2. M4j mikroszomak izolalasa

Az éllatokbdl torténd mikroszoma izolalas standard differencial centrifugalassal tortént
(236). Roviden, a majakbol 6tszorés mennyiségli szukroz-HEPES pufferben (0.3 M
szukroz és 0.02 M HEPES, pH 7.0) Potter-Elvehjem homogenizatorral egységes
szuszpenziot készitettiink. Ezutan 10 percig centrifugéltuk (1000 x g, 4°C) a mintakat a
sejttormelékek, illetve a sejtmag kiiilepitéséhez, majd a feliiliszot ultracentrifugaval
(Beckman Coulter Optima™ LE-80K) tovabbi 20 percig centrifugaltuk (18 000 x g, 4°C),
ezzel megkapva a mitokondridlis frakciot. A feliiliszot ezutdn 0j csdvekbe rakva, azt
tovabbi 60 percig centrifugaltuk (195 000 x g, 4°C) a mikroszoma frakcié kinyeréséhez.
Az utolséd centrifugalasi 1épést valtozatlan paraméterekkel megismételtik MOPS-KCI
(100 mM KCI, 20 mM NaCl, 1 mM MgClz, 20 mM MOPS, pH=7,2) pufferben. A
mikroszomalis pelletet 5 ml MOPS-KCpupufferben szuszpendaltuk fel, mely koriilbeliil

30 mg/ml fehérjekoncentraciot eredményezett.

3.2.3. Bél mikroszomak izolalasa

A bél mikroszomat Wistar patkany illetve tengerimalac vékonybelébdl nyertiik, az
izolalasi 1épések Behera és mtsai. cikke (237) alapjan torténtek. Miutan az allatokbol
eltavolitottuk a vékonybél részeket (mely az ileum és jejunum részeket tartalmazta),
jéghideg 1,14 %-0s KCI oldattal 50 ml-es fecskenddvel 6vatosan atmostuk. A belet
hosszanti irdnyban felnyitottuk, majd annak belsd felérdl a felsd bélboholy réteget egy
targylemez segitségével Ovatosan eltavolitottuk és jéghideg homogenizacios pufferben
(100 mM kalium-foszfat puffer, | mM EDTA, 150 mM KCI, 0.1 mM dithiotreitol, 250
mM szukroz, pH 7.4) szuszpendaltuk fel, mely proteaz-inhibitorokat is tartalmazott.
Miutén a sejteket haromszor 3000 x g-n 6 percig centrifugaltuk, a pelletet négyszeres
homogenizacios pufferbe szedtiik fel és 30 masodpercig szonikaltuk. Ezt kovetden a
mintakat ultracentrifuga csévekbe mértiik ¢s 18000 x g-n 35 percig centrifugaltuk. A
felilloszokat 1) csébe téve, tovabbi 70 percig 195000 X g-n centrifugaltuk. A
mikroszomalis pelletet MOPS-KCl pufferben felszuszpendaltuk és az utolso
centrifugaldsos Iépést megismételtiik ugyanezekkel a paraméterekkel. Végiil a
mikroszomakat MOPS-KCI pufferben (2-3 mg/ml fehérjekoncentracio) folyékony

nitrogénben lefagyasztottuk és felhasznaldsig (3 honapon beliil) itt taroltuk.
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3.2.4. Mikroszomak tisztasaganak ellendrzése

A mikroszomalis frakcidk tisztasdgat specifikus marker fehérjék expresszidjaval
vizsgaltuk Western blot segitségével (238). ER specifikus fehérje gyanant a Grp94
expressziojat vizsgaltuk, mig a VDAC mitokondrialis szennyezettségre, a Lamin A/C

magi kontaminaciora utal.

3.2.5. Mikroszomak épségének validalasa

A mikroszomalis vezikuldk épségét két modszerrel ellendriztik. Vizsgaltuk az
endoplazmas retikulum membranjaban elhelyezkedd, intraluminalis aktiv centrummal
rendelkez6 enzimek, az UDP-glukuroniltranszferaz (239) és a mannéz-6-foszfataz (240)
enzimek latencidjat. Ez mindkét enzim esetében 90-95% koriili értéknek adddott, ami a

membran épségére utal.

3.3. Enzimaktivitas mérések elokészito 1épései

3.3.1. Mosasi lépések

Kozvetleniil az enzimaktivitds mérések elott a mintak felénél extra mosasi 1€péseket is
beiktattunk, hogy az esetlegesen a mikroszomalis vezikulumokhoz gyengén asszocialt
citoszolikus és egyéb szennyez6 fehérjéket eltavolitsuk (10). Réviden, a mikroszomakat
4,5 viw%-os polietilén-glikolt (8000 wt/vol) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
(PEG) tartalmaz6 MOPS-KCI pufferben felszuszpendaltuk, majd 30 masodpercig, 6000
X g-n centrifugaltuk. Ezt hiromszor megismételtiik, majd a mikroszomalis pelletet

MOPS-KCI pufferben szuszpendaltuk fel a soron kovetkez6 kisérletekhez.

3.3.2. pH Inaktivalas

Ezutan a mikroszéma mintak felét egy rovid idore savas pH-nak tettiik ki; 5.0-re vittiik le
a pH-t 1 N HCl-lel és 20 perc 37°C inkubalas utan a pH-t visszaallitottuk 7.2-re 1 M
KHCOs segitségével. A specifikus G6Paz aktivitast a pH inaktivalt és nem kezelt mintak

kiilonbsége adta.

3.3.3. Mikroszomak permeabilizilasa az enzim latencidjanak meghatarozasahoz
A G6Paz aktiv centruma intraluminarisan orientalt, és nem-specifikus hexdz-foszfataz

aktivitassal rendelkezik. A specificitdsat a szubsztratjainak a transzportja adja, melynek
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mértéke befolyasolhatja az enzim mikroszoméan mérhetd aktivitasat. Ennek a jellemzésére
hasznaljuk a latenciat. A latencia meghatarozasahoz sziikséglink van a teljes aktivitas
mérésére, ami azt az allapotot tiikrdzi, mikor a szubsztratok szabadon hozzaférhetnek az

enzim aktiv centrumahoz, nem kell szamolni a transzport esetleges korlatozé hatasaval.

Ezért kisérleteinket mind intakt, mind permeabilizalt mikroszomakon is elvégeztiik.
Utobbi esetben a mintdhoz (0,05 mg/mg mikroszomalis fehérje koncentracidban)
alamethicint (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) adtunk. Ez egy 20 aminosavbol allo
peptid, mely a membranba beépiilve, azon poérusokat alakit ki, igy a vezikulumok

szétroncsolasa nélkiil a membrant szabadon atjarhatova teszi (47).
A latenciat a kdvetkezOképpen szamolhatjuk ki:
(Teljes aktivitas - Mért aktivitas) x100

Latencia = %
Teljes aktivitas

Ez egy szazalékos érték lesz, mely megmutatja, hogy ép membran esetén az
enzimaktivitas hanyad része marad latens a permeabilizalt membran esetén mért teljes
aktivitashoz képest. Példaul olyan esetben, ahol a szubsztrat transzportja kismértéki, ott
a teljes aktivitasnak csak kis szazalékat tudjuk mérni intakt mikroszoman, tehat nagy

latencia értéket fogunk kapni.

3.4. Enzimaktivitas mérések
A G6Paz enzimaktivitds méréseket kétféle modszerrel is elvégeztiik, minthogy az altala
katalizalt reakcio soran glukdz és inorganikus foszfat keletkezik, és mindkét termék

mérhetd, el6bbit a Sigma GO Glusose Kit, utobbit molibdat modszerrel detektaltuk.

3.4.1. Glukéz termelés mérése

A bél és maj mikroszomakat (0.5mg/ml fehérje) MOPS-KC pufferben inkubaltuk 10mM
gluk6z-6-fosztat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)(G6P), mann6z-6-foszfat (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA)(M6P) illetve fruktoz-6-foszfat (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) (F6P) jelenlétében 37°C —on. Az enzimaktivitds pontos meghatarozasahoz

els6 korben felvettiik az enzim kinetikai gorbéjét, mely soran a mintakat 0, 1, 5, 10, 30
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60 és 120 perc reakcioidd elteltével hovel denaturaltuk (100 °C, 5 perc). A tobbi
kisérlethez 5 illetve 30 perces inkubalasi idoket alkalmaztunk, majd ezek atlagaval
szamoltunk. Centrifugalas utan (20000 x g, 10 percig 4 °C —on) megmértiik a feliiliszo
gluko6z koncentracidjat Glucose (GO) Assay Kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

segitségével a gyarto leirasa alapjan.

3.4.2. Foszfat termelés mérése

A mosott m4j és bél mikroszémakat 10 mM G6P és M6P jelenlétében inkubaltuk 37°C —
on 10 percig MOPS-KC pufferben. A reakcid végét ezen esetben is a hé denaturalas
jelentette. Centrifugalas utan (20000 x g, 10 percig 4 °C —on) a feliiliszo foszfat
A standard kalibracios sor elkészitéséhez Na-foszfatot hasznaltunk, az abszorbanciat 660

nanomeéteren mértik.

3.5. Fehérje koncentracié mérése

szdmunkra; igy tudtuk az enzimaktivitdsokhoz az 1 mg/ml fehérjekoncentraciot
bedllitani, illetve western blothoz minden wellbe ugyanannyi fehérjét felvinni. Eza BC A
(Bicinchoninic Acid) Protein assay kittel (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA) tortént, a gyartd utasitasai szerint. A méréshez BSA (Bovine serum albumin)
fehérjébol készitettiik a standard sort MOPS-KCI pufferrel, majd a mintakat 562 nm-en

fotometridsan megmértiik.

3.6. Western Blot

A western blot mérésekhez egyenldé mennyiségli mikroszomalis fehérjét (40 mg) vittiink
fel minden mintabol 12%-0s poliakrilamid gélre. A fehérjéket SDS-PAGE-vel
elvalasztottuk, majd polivinilidén-difluorid (PVDF) membranra blottoltuk. A membran

blokkolaséat 1 6ran szobahdn 5%-os tejport tartalmazd TBST-ben végeztiik.

Az immunoblotokat a kovetkez6 elsédleges antitestekkel blottoltuk egy éjszakan at, 4 °C
—on: G6Paz katalitikus alegység (nytl, poliklonalis) (Abcam, Cambridge, UK) és G6PT
(nyul, poliklonalis) (Abcam, Cambridge, UK). Mindkét antitestet 1:500 higitasban, 5%-

os tejben alkalmaztuk. A nyul ellen termeltetett tormaperoxidazzal konjugalt masodlagos
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antitestekkel (1:5000) (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Németorszag) valo
reakcio (1 ora, szobahdn) utan a fehérje jeleket SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Substrate kittel (Pierce, Rockford, IL, USA) detektaltuk. A blotokat ImageJ szoftver
segitségével elemeztiik. A mintdk fehérje mennyiségét Ponceau festést kovetden

kvantifikaltuk, majd erre normalizaltuk.

3.7. Mikroszomalis kortizon-kortizol atalakulas

A 11B-HSD1 enzim aktivitasat az altala termelt kortizon ill. kortizol mennyiségébdl
mértilk. A kortizon-redukcio mértékének meghatarozasira a HHH7 nevii humén
embrionikus vese sejteket (melyek stabilan expresszaljak a human 118-HSD1 és HoPDH
enzimeket) 0,5 mg/ml fehérjekoncentracioban 5 uM kortizon, ¢és kiilonb6zo
koncentracioju (0; 0,1; 0,3; 1 és 4,5 g/l) F6P jelenlétében inkubaltuk. A kortizol
oxidaciojat hasonld kisérleti koriilmények kozott vizsgaltunk alamethicinnel (0,1 mg/mg
fehérje) eldkezelt, vagyis permeabilizalt mikroszémaban, 5 puM kortizon, és 50 uM
NADP+ hozzédadasa utan. A kisérleteket mikrocentrifuga csévekben végeztiik, 150 pl
térfogatban, 37°C-on, 30 percen keresztiil. A reakciot minden esetben 150 pl jéghideg
metanol hozzaadasaval allitottuk le, ezutan a mintakat a HPLC-vel t6rténd

kortizon/kortizol mérésig -20°C-on taroltuk.

3.8. Statisztikai analizis

Minden bemutatott kisérlet harom fliggetlen mérés eredménye. Az aktivitdsmérések
esetén minden kisérletet harom parhuzamos mintaval végeztiink. Az eredményeket atlag
+ kozépérték kozepes hibaja (standard error of the mean (SEM) alakban mutattuk be. A
statisztikai analizishez a GraphPad Prism 8 szoftvert (GraphPad, La Jolla, CA, USA)
alkalmaztuk. A csoportok kozti statisztikai kiilonbségeket egy szempontos
varianciaanalizissel (one-way ANOVA) vizsgaltuk, melyet Tukey-teszt kovetett. A
kiilonbségeket p < 0,05 értéknél tekintettiik szignifikansnak. A szignifikanciaszinteket a
kovetkezOk szerint alkalmaztuk: p = 0.05 -0.01 *; p = 0.01-0.001 **; p < 0.001 ***,
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4. Eredmények

41 A glukoz-6-foszfataz rendszer expressziojanak vizsgalata maj és bél
mikroszomakban

A G6Paz és G6PT mRNS-einek kifejez6dését real-time PCR vizsgalattal, mig
fehérjéinek expresszidjat Western blot analizissel elemeztiik. Mindkét esetben a bélben
mért expresszios szinteket mutatjuk be, melyeket a majban detektalt expresszios szintek

szazalékaban abrazoltunk, utobbit 100%-nak beallitva.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a GO6Paz kifejezddik a bélbdl izolalt
mikroszomakban, de az expresszié mértéke erésen fajfiiggd. Tengerimalacbdl és human
mintdbdl szarmazo bél esetén a G6Paz mRNS expresszidja koriilbelill fele a majban
detektalhatd expresszionak (4. abra.). Ezzel szemben a G6Paz mRNS kifejezédése a
patkany vékonybélben csupan az egyotode a majban 1évonek. A G6PT mRNS szinteket
szintén megvizsgaltuk mindhdrom fajban (4.B abra). Azt talaltuk, hogy a G6PT
expresszids mintazata nagyon hasonldé a G6Paz-¢hoz. A tengerimalac és human bél
mikroszomaban a transzporter Kifejezédése koriilbeliil 50% volt a majhoz viszonyitva,

mig patkany esetén a bélben talalhatd expresszid csupan a maj 17%-a volt.

A) 3B)
* % * * *
60 60

£ 40- J_ 2 40+ J_
§ 20- § 204 s
- +

0- T T 0- | |
Tengerimalac Patkiny Human Tengerimalac Patkany Human
bél bél bél bél bél bél

4. dbra. A glukdz-6-foszfatdz (A) és a glukoz-6-foszfat transzporter (B) mRNS kifejezédése real-time PCR-rel vizsgalva.
Minden kisérletet harom parhuzamos mintdaval végeztiink, negativ kontrollok haszndlataval, n=3 ismétléssel minden
faj esetében. Az expresszios szintek a mdj expressziojanak %-dban vannak kifejezve, melyet 100%-nak definidaltunk. Az
oszlopok az datlag expressziokat reprezentaljak + a kézépérték kozepes hibdja. A statisztikai analizist egyszempontos
varianciaanalizissel, majd azt kovetd Tukey teszttel végeztiik. Szignifikancia: p = 0.0-0.01 * és p = 0.01-0.001 **.
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G6Paz = glukoz-6-foszfataz; G6PT = glukoz-6-foszfat transzporter.

A kovetkezékben megvizsgaltuk a G6Paz és GOPT fehérje szintii jelenlétét is
kiilonb6z6 fajokbdl szarmazd mikroszoma mintainkban (5. abra). Mindkét fehérje
detektalasanal pozitiv kontrollokat alkalmaztunk; G6Paz esetén HepG2 sejtlizatumot,
GO6PT esetén pedig HEK293T sejtlizaitumot vizsgéaltunk a mikroszoma mintakkal

parhuzamosan. A fehérjék azonos mennyiségben torténd felvitelét Ponceau festéssel

o e
ellendriztiik.

Mij mikroszoma Bél mikroszéma HepG2 Mij mikroszoma Bél mikroszoma HEK293

Tengerimalac Patkiny Human Tengerimalac Patkany Human  Pozitiv Tengerimalac Patkiny Humén Tengerimalac Patkany Human  Pozitiv

kontrol kontrol

G6Paz “k' fl' | - - ; I | : . . G6PT _

5. dbra. A glukéz-6-foszfatdz és a glukéz-6-foszfat transzporter fehérjék expresszio vizsgalata Western blot analizissel
tengerimalac, patkany és human mikroszoma mintdakon.

A kisérleteket haromszori ismétléssel végeztiik, az dbran egy reprezentativ eredmény lathato. A fehérjemennyiségek
normalizalasdra Ponceau festést alkalmaztunk. Glukoz-6-foszfataz esetén HepG2 sejtlizatumot, glukoz-6-foszfat
transzporter esetén HEK293 sejtlizatumot alakimaztunk pozitiv kontrollként. G6Pdaz = glukoz-6-foszfataz; G6PT =
glukoz-6-foszfat transzporter.

Hasonlo6an a real-time PCR soran kapott eredményekhez, mind a G6P4az, mind a
GOPT expresszalodott a tengerimalacbol és human vékonybélb6l szarmazo

mikroszomékban (6.A ébra).

Tengerimalacban a bél G6Paz expresszidja a majéhoz hasonld volt, mig human
mintak esetén a bélben detektalhaté G6Paz expresszidja koriilbeliil a fele volt a majénak.
A GOPT fehérjeszintek tengerimalac és human bél mikroszomakban is magasak voltak.
Patkany vékonybélbdl szarmazé mikroszomakat vizsgalva azonban azt tapasztaltuk, hogy
mind a G6Paz, mind a G6PT expresszidja nagyon alacsony volt akar a majhoz, akar a

tengerimalac, illetve human bél mikroszoma mintdhoz viszonyitva. Minden kisérletet
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o

haromszor megismételtiink, és az adatokat Imagel szoftverrel szamszerisitettiik (6.B

abra).

(A) M4j mikroszéma Bél mikroszoéma
Tengerimalac Patkiny Human Tengerimalac Patkany Human
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3 >
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bél bél bél bél bél bél

6. abra. Glukoz-6-foszfatdz és glukoz-6-foszfat transzporter fehérje expressziojanak vizsgdlata tengerimalac, patkany
és human mikroszomdkban.

Mindharom fajbol mikroszomalis fehérjemintakat keészitettiink elé Western blot analizishez. A mintdkkal harom
kisérletet végeztiink, melyekbdl egy reprezentativ abrat mutatunk be (4). A mintdkat anti-glukoz-6-foszfatdz és anti-
glukoz-6-foszfat transzporter antitestekkel blottoltuk. Ponceau festéssel igazoltuk az egyforma mennyiségii fehérjék
felvitelét. A Western blot képeket kvantifikaltuk, és a vizsgalt fehérjék bélben detektalt expresszioit a mdjban lévé
expressziok Yo-aban abrazoltuk (B) Az oszlopok az atlag + SEM-et abrdzoljdk, a statisztikat Student t-tesztes analizissel
végeztiik, p = 0.05-0.01 * szignifikanciaszinttel. G6Pdz = glukéz-6-foszfataz; GOPT = glukéz-6-foszfat transzporter.
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4.2 A H6PDH expresszio vizsgalata tengerimalac, patkany és human mikroszoma
mintakon

A bevezetésben mar emlitettiik, hogy a mikroszémaban egy masik enzimrendszer
1s mikodik, mely a G6P-ot, mint szubsztratot hasznositani tudja. Ennek legfontosabb
enzime a H6PDH, mely a G6P-ot 6PG-a alakitja NADPH termelés mellett, melyet pedig
a 11B-HSD1 hasznosit a kortizol termeléséhez. Ezért megvizsgaltuk a HOPDH fehérje
expresszidjat is maj és bél mikroszomak esetében, melyeket a kordbban részletezett
fajokbol izolaltunk (7.A ébra). Minden esetben jol latszik, hogy a bélben alacsonyabb a
H6PDH fehérjeszintje a majhoz viszonyitva, illetve patkany bél esetén a fehérje nem volt
detektalhatd. Az expresszios szinteket Imagel szoftverrel szamszerusitettiik, mely a 7.B

abran lathato.

(A) tengerimalac patkany human

maj bél maj bél maj bél

HEPDH | o | | ey, b—-——

B
(B) 50—

40

30—

20

H6PDH fehérje (a maj %-aban)

10—

Tengerimalac Patkany Human
bél bél beél

7. dbra. A hexoz-6-foszfat dehidrogenaz fehérje kifejezédése tengerimalac, patkany és human mikroszomdakban Western
blot analizissel.

Mindhdarom faj esetén mikroszoma mintdkat alkalmaztunk, melyeket anti-hexoz-6-foszfat dehidrogendz antitesttel
blottoltunk (4). A Western blot képeket ImageJ szoftverrel kvantifikaltuk és a hexdz-6-foszfat dehidrogendz
expressziojat abrazoltuk a majban detektalt expresszio %-aban (B). HGPDH = hexoz-6-foszfat dehidrogendz.
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4.3 A G6Paz enzimaktivitas kinetikai analizise

M4jszdvetben a szakirodalom szerint jol definidlt a G6Paz rendszer jelenléte,
melyet kordbban ismertetett expresszios vizsgdlataink is alatdmasztanak. Sajat kisérleti
rendszeriinkben szerettiik volna beallitani a G6P4z enzimaktivitasdnak pontos mérését,
valamint megvizsgalni ezen a modon az esetleges fajok kozotti eltéréseket. Ehhez Sigma
(GO) glucose kittel mértiik a keletkezett gluk6z mennyiségét G6P szubsztrat hozzaadéasa
utan. Annak érdekében, hogy megfelelden tudjuk mérni a G6Paz aktivitasat mikroszéma
mintainkban, elvégeztik a G6Paz aktivitas kinetikai analizisét a glukoztermelés
mérésével 10 mM G6P szubsztrat hozzaadasat kovetéen (8. abra). A megfeleld

szubsztratkoncentraciot kutatdcsoportunk eldzo kisérleteire alapozva hataroztuk meg.

. 3 "
Tengerimalac Patkany Human
-8~ Maij mikroszéma -8~ Mij mikroszoma - Mij mikroszéma
& Bél mikroszoma & B¢l mikroszoma & Bél mikroszoma
o 10000 © 20000~ © 8000
o o =
2 000 = g
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oh) =1} oh
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3 X 100004 B 4000
~4 40004 - -
= = =
o oh oh
= 2 50004 . i
S 2000 3 = 2000
g g g
= = =
o T T u 1 0 0 T T T 1
0 ki) 60 % 120 0 0 60 % 120 0 30 60 %0 120
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8. abra. A glukoz-6-foszfatdz enzimaktivitasanak kinetikai analizise glukoz-6-foszfat szubsztrat jelenlétében kiilonbozo
eredetii mikroszomak esetében, a reakcio altal termelt glukoz (nmol/mg protein) mérésével.

A mintdkat 3 mosasi lépés utin 37 °C-on inkubaltuk 10 mM glukoz-6-foszfat jelenlétében 0, 1, 5, 10, 30, 60 és 120
percig. Minden kisérletet haromszor megismételtiink minden faj esetében. Az abra harom parhuzamos mérés atlagat +
standard szorast abrazolja.

A glukdz termelddés a vizsgéalat 120 perce alatt az els6 30 percben linearisan
novekedett mindharom faj bélbdl és majbol izolalt mikroszoma mintdiban, ezért tovabbi

méréseinkhez az 5 és 30 perces idOpontokat valasztottuk az enzimaktivitas vizsgalatdhoz.

Az is leolvashatd az abrakrél, hogy minden faj esetében a maj mikroszéma
mintakban magasabb aktivitas volt detektalhat6 a bél mikroszoma mintakhoz viszonyitva,

illetve patkany bél mikroszomaban nem volt mérhetd aktivitas.
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4.4 A mikroszoma tisztitasi l1épéseinek hatasa az enzimaktivitasra

Annak érdekében, hogy az esetlegesen a membranhoz lazabban kapcsolodo
citoszolikus fehérjéket eltdvolitsuk a mikroszomékrél, a mikroszomakat az
aktivitasmérést megel6zéen harom egymast kovetd 1épésben 4,5 v/iw%-os polietilén-
glikolt (8000 wt/vol) tartalmazé6 MOPS-KCI pufferrel mostuk. A nem mosott, illetve
haromszor mosott mintadkkal késziilt méréseket minden faj esetében elvégeztiik méj (9.A

abra) és bél mikroszémakon is (9.B éabra).

A) (B)

v [} v * %
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9. abra. A glukoéz-6-foszfatdz enzimaktivitasa G6P szubsztrattal mdj (A) illetve bél (B) mikroszomdkon a glukoztermelés
mérésével.

Minden minta esetén a mikroszomdkat 10mM G6P-tal 37 °C-on inkubdltuk 5 és 30 percig. Az oszlopok ezen
idopontokbol szamitott atlag aktivitasokat abrazoljak + SEM. Minden kisérletet 3 parhuzamossal végeztiink és
haromszor ismételtiink) Az oszlopok az dtlag + SEM-et abrazoljak, a statisztikat Student t-tesztes analizissel végeztiik,
p = 0.01-0.001 ** szignifikanciaszinttel.ns: nem szignifikdns

Az 9.A abran lathatd, hogy G6P szubsztrat hozzdaddsdra a méjban nem volt
szdmottevo kiilonbség az enzimaktivitdsokban a mosott €s nem mosott mintak esetében.
A humén mikroszémaknal észleltiink egy nem-szignifikans aktivitas-csokkenést a mosasi
Iépések  hatasara, mely feltehetdleg a G6P-nak egy extra-mikroszomalis

defoszforilaciojara utal.

Kutatocsoportunk  kordbbi  eredményei  bebizonyitottdk, —hogy  F6P
transzportalodik az ER lumenébe, ahol egy eziddig még ismeretlen hexo6z-izomeraz
aktivitasti enzim segitségével GOP-ta alakul (10). Ezutan a G6P-ot feltehetdleg a
luminalis G6Paz hidrolizalja glukézza és foszfatta az intraluminalis reakciok szamara.

Ezért kisérleteinket elvégeztiik FOP szubsztrattal is (10. abra).
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10. dbra. A glukoz-6-foszfatiz enzimaktivitasa FOP szubsztrattal maj (4) illetve bél (B) mikroszomdkon a
glukoztermelés mérésével.

Minden minta esetén a mikroszomakat 10mM F6P-tal 37 °C-on inkubdltuk 5 és 30 percig. Az oszlopok ezen
idépontokbol szamitott atlag aktivitasokat abrazoljak + SEM. Minden kisérletet 3 parhuzamossal végeztiink és
haromszor ismételtiink) Az oszlopok az atlag + SEM-et abrazoljak, a statisztikat Student t-tesztes analizissel végeztiik,
p = 0.01-0.001 ** szignifikanciaszinttel.ns: nem szignifikans

F6P szubsztrat esetében egy szamottevobb, 50% koriili csokkenés is detektalhato volt
a G6Paz aktivitasban mindharom fajbol izolalt mikroszoma esetében (10. abra). Ez azzal
magyarazhaté, hogy a mosasi Iépésekkel a FO6P-G6P izomerizaciojaért felelds
citoplazmatikus foszfo-glukoz-izomeraz (PGI) enzim is eltavolitasra keriilhetett a
mikroszomak kiilsé felszinérdl, ezaltal csokkentve a FO6P GO6P-ta alakulasat, igy a

szubsztrat G6Paz altali felhasznalasat.

Mind human, mind tengerimalac bél mikroszomaban a G6Paz aktivitas jelentdsen
csokkent a mosasi 1épéseket koveten (9.B és 10.B abrak), melybdl arra kovetkeztettiink,
hogy ebben a szovetben a citoszolikus nem-specifikus foszfatazok jobban hozzéjarulnak
az Osszaktivitdshoz. Ezért a tovabbiakban kizardlag haromszor mosott mikroszoémakon

mértiink enzimaktivitasokat, ezeket mutatjuk be alabb részletesebben.
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4.5 A latencia vizsgalata a mikroszoma épségének meghatarozasahoz

A szakirodalombol ismert, hogy a G6P ER-ba valé bejutasahoz specialis
transzporterre van sziikség (G6PT), igy ép membran esetében a transzport sebessége
limitalja a G6P hidrolizisét gluk6zza €s anorganikus foszfatta. Alamethicin hozzaadasara
az ER membréanjan aprd porusok képzdodnek, igy a GO6P diffuzioval bejutva szabadon
hozzéaférhetévé valik a G6Paz szamadra, ezaltal az enzim teljes aktivitdsa mérhetové valik.
A modszerekben leirt médon igy Kiszamolhatd az enzim latenciaja, melyet a 3. tablazat

tartalmaz.

A G6Paz enzim latencidja G6P szubsztrat adasakor tengerimalac majnal 49,2%,
patkany majnal 35,7% volt. A human maj ¢és bél mikroszomakon mért alacsonyabb
latenciak (17,4% ¢és 27,1%) abbdl adddhatnak, hogy ezeket a mintakat cégektol
vasaroltuk, igy a szallitas, illetve tarolds koriilményei bizonytalanok voltak. Bél esetében

tengerimalac mikroszoma mintaknal is alacsonyabb latencia volt megfigyelhet6 (15%).

A latencia értékeket megmeértilk FOP szubsztrat hozzaadasara is, melyek minden
esetben magasnak bizonyultak, tengerimalac majban 55,8%, patkany majban 49,3%,
human méjban 54,1%, tengerimalac bélben 89,7%, human bélben 54,7%. A magas
latencidkbol arra kovetkeztethetiink, hogy a szubsztrat ER-be torténd transzportja
nagyban befolyasolja a G6P tovabbi lebontasanak sebességét.

3. tdbldzat. A glukéz-6-foszfatdz enzimaktivitds latencidja a kiilonbizé fajok mikroszémdiban.

G6P= glukoz-6-foszfat; F6P= fruktoz-6-foszfat

Mikroszomak eredete Szubsztrat Latencia (%)
Tengerimalac maj G6P 49,2+ 14,3
F6P 55,8+ 11
Patkény m4j G6P 35,7+44
F6P 49,3 + 6,6
Humén mjj G6P 17,4+ 10,1
F6P 54,1 £ 14,6
Tengerimalac bél G6P 15+7,9
F6P 89,7 £ 6,1
Human bél G6P 27,1 £13,5
F6P 54,7+ 15
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46 A GO6Paz enzimaktivitisa GOP szubsztrattal a Kiilonb6z6é fajok maj
mikroszomain

Régota ismert, hogy a G6Paz enzim érzékeny a pH valtozasokra, és mig pH
optimuma 6,5-6,7 koriil van, pH5, illetve ez alatti értékeknél elvesziti az aktivitasat (242).
Kisérleteink soran el szerettiik volna kiiloniteni a specifikus G6Paz aktivitasbol eredd
szubsztrat hidrolizist, valamint az aspecifikus foszfohidrolazok altal torténd hasitast, ezért
a mintdk egy részét rovid ideig tartd pH 5-0s kezelésnek tettiik ki, igy inaktivalva az
enzimet. Az ezen mintaknal kapott aktivitast nem-specifikus aktivitasnak neveztik el,
melyet a mintaban 1évé egyéb foszfohidrolazok aktivitdsanak tulajdonitottunk. A
specifikus aktivitast a kontroll mintakon mért teljes aktivitas és a nem-specifikus aktivitas

kiilonbségeként szamoltuk ki.

Mindharom faj esetében kiemelkeddéen magas, specifikus G6Paz aktivitast
tapasztaltunk, mely megfelelt az elvarasainknak (11. abra). Az enzimaktivitast elsd
korben a keletkezett glukdz mérésével detektaltuk (11.A &bra). Altalanossagban
elmondhat6, hogy patkdny méjban mértiik a legmagasabb aktivitast, melyet a

tengerimalac, végiil a human majban mért aktivitas kovetett.

A G6P-fiiggd G6Paz aktivitas mérését elvégeztiik malachit z6ld —molibdat
modszerrel is, mely a G6P hidrolizisének masik végtermékét, a foszfatot detektalja (11.B
abra). A foszfattermelés mérése hasonld eredményeket adott mindharom faj esetében,
azonban itt a fajok kozott nem volt szignifikans kiilonbség az aktivitasokban. Minden
kisérlet el6tt a mikroszoma mintakat haromszor mostuk a korabban leirt médon. A mintak

felét alamethicinnel permeabilizaltuk, mely hasznalataval felfedhetd az enzim latencidja.
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11. dbra. A glukoz-6-foszfatdz enzimaktivitasa glukoz-6-foszfat szubsztrattal maj mikroszomdkban a keletkezett glukoz
(A) illetve foszfat (B) detektalasaval.

Minden minta esetén haromszor mosott mikroszomat inkubdltunk 10mM glukoz-6-foszfattal 37°C-on 5 és 30 percig. Az
oszlopok ezen idopontokbol szamitott atlag aktivitasokat abrazoljak + SEM. Minden kisérletet 3 parhuzamossal
végeztiink és haromszor ismételtiink. A statisztikai elemzést egy szempontos variancia analizissel (one-way ANOVA)
vizsgaltuk, melyet Tukey-teszt kovetett. A szignifikanciaszinteket a kévetkezok szerint alkalmaztuk: p = 0.05 -0.01 *; p
=0.01-0.001 **; p <0.001 *** Perm: permeabilizalt mikroszéoma alamethicinnel (0,05 mg/mg mikroszémalis fehérje
koncentrdacioban) kezelve. Intakt: intakt, nem permeabilizalt mikroszomak. Nem specifikus: a méréseket a glukoz-6-
Jfoszfataz specifikus inaktivacidja (révid 5-0s pH-n torténd inkubdacioval) utan végeztiik el. Specifikus: a specifikus
glukoz-6-foszfataz aktivitast a pH inaktivalt és nem-inaktivalt mintakon tortént meérések kiilonbsége adta.

4.7 A G6Paz enzimaktivitisa G6P szubsztrattal a kiilonboz6 fajok bél mikroszomain

Annak érdekében, hogy a G6Paz rendszer jelenlétét bélben is teszteljiik,
ugyanezen fajok belébdl izolalt mikroszomakon is megmeértik a G6P-fiiggd G6Paz
aktivitast (12. dbra). Minden kisérletet elvégeztiink a két végtermék, azaz a glukoz (12.A
abra) és a foszfat (12.B 4bra) detektdlasdval egyarant. Szintén minden kisérletet
haromszor mosott mikroszoméakon végeztiink, majd a mintak felét pH inaktivalasnak
vetettlik ald. Mind a kontroll, mind a pH inaktivalt mintdknal 2-2 csoportot alakitottunk

ki, melyeknél az egyik csoportot alamethicinnel permeabilizaltuk.

Ezek a mérések eltérd eredményeket adtak attdl fliggben, hogy a bél mikroszémak
milyen fajbdl szarmaztak. Patkdny esetén nem volt mérhetd specifikus G6P4az aktivitas,

a gluko6z-6-foszfat hidrolitikus hasitasa teljes mértékben nem-specifikus foszfatazoknak
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volt tulajdonithat6. Bar minden fajnal megfigyelhetd, hogy bél estén alacsonyabb volt a
specifikus aktivitas, mint majnal, azonban a human ¢és tengerimalac mikroszémakban is
szignifikans G6Paz aktivitds volt detektalhato. Tengerimalac bélben mértik a

legmagasabb aktivitast GO6P szubsztrat hozzaadasat kovetéen mindkét modszerrel.
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12. abra. A glukoz-6-foszfataz enzimaktivitasa glukoz-6-foszfat szubsztrattal bél mikroszomakban a glukoztermelés (A)
illetve a keletkezett foszfat (B) mérésével.

Minden minta esetén haromszor mosott mikroszomdt inkubdltunk 10mM glukéz-6-foszfattal-tal 37 °C-on 5 és 30 percig.
Az oszlopok ezen idopontokbol szamitott atlag aktivitasokat abrazoljak + SEM. Minden kisérletet 3 parhuzamossal
végeztiink és haromszor ismételtiink. A statisztikai elemzést egy szempontos varianciaanalizissel (one-way ANOVA)
vizsgaltuk, melyet Tukey-teszt kovetett. A szignifikanciaszinteket a kévetkezok szerint alkalmaztuk: p = 0.05 -0.01 *; p
=0.01-0.001 ** p <

0.001 *** Perm: permeabilizalt mikroszoma alamehticinnel (0,05 mg/mg mikroszomdlis fehérje koncentrdacioban)
kezelve. Intakt: intakt, nem permeabilizalt mikroszomdk. Nem specifikus: A méréseket a glukoz-6-foszfataz specikikus
inaktivacioja (rovid 5-6s pH-n torténd inkubdcio) utan végeztiik el. Specifikus: a specifikus glukoz-6-foszfataz aktivitdst
a pH inaktivalt és nem-inaktivalt mintakon tortént mérések kiilonbsége adta.

4.8 A G6Paz rendszer a vékonybélben intraluminalisan orientalt

A G6P4z rendszer intraluminalis orientaltsagat vizsgaltuk tengerimalac, patkany
¢s ember m4j, illetve vékonybél mikroszoma mintdin M6P szubsztrat hozzdadasaval. A
MG6P fizioldgias koriilmények kozott nem szubsztratja a G6Paznak, ugyanis a membran
impermeabilis erre a szubsztratra, nativ membranon M6P nem képes atjutni. A
mikroszomalis vezikulumok permeabilizalasa a porusokat kialakito alamethicinnel
azonban lehetévé teszi a M6P eljutasat az enzimhez, ezaltal a G6Paz enzimaktivitas

mérhetdveé valik.
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A G6Paz total foszfohidrolaz aktivitasa latens volt mindharom faj
mikroszomaival végzett kisérletben M6P szubsztrat hozzdadasa utan. A tengerimalac méaj
mikroszoOman ¢és patkany maj mikroszoman 90% folotti latenciat mértiink, mig human
mikroszoméan 54%-ot (13.A 4bra). Bél mikroszomak esetén a tengerimalac ¢s human
mintdk esetén a latencia 84, illetve 49% volt (13.B abra). Ezek az eredmények
megerdsitik tovabba, hogy a kisérletek sordn hasznalt mikroszémalis vezikulumok ép
membrannal rendelkeztek. A human mikroszomak esetén €szlelt alacsonyabb latenciara
magyarazat lehet, hogy ezek a mintak nem frissen izolalt mikroszomak voltak. A patkany
bél mikroszomakkal végzett aktivitasmérések tovabb erdsitik azt a hipotézist, hogy itt
nem tapasztalhatdé G6Paz aktivitds (M6P szubsztrat hozzdadasara sem), azaz a M6P

G6Paz altali hidrolizise nem volt detektalhato.
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13. dbra. Mannoz-6-foszfat hidrolizise foszfattermelés mérésével tengerimalac, patkany és humdan mdj, illetve
vékonybélben.

Minden mikroszomat haromszor mostunk és 37 °C-on inkubaltunk 10mM mannoz-6-foszfat szubsztrat jelenlétében 10
percig. Minden kisérletet haromszor ismételtiink harom parhuzamossal. Az oszlopok az atlag + SEM —et abrazoljdik, a
statisztikai analizist egy-szempontu ANOVA és Tukey teszttel végeztiik, p < 0.001 *** értéket véve szignifikansnak. Az
aktivitasméréseket a mintak felénél egy rovid pHS5-0s inaktivalas utan végeztiik, mely a glukoz-6-foszfatdzt specifikusan
inaktivalja. A specifikus glukéz-6-foszfataz aktivitast a pH 5-tel kezelt és nem-kezelt mintdkndl mért aktivitdsok
kiilonbsége adta.

4.9 F6P-fiiggo glukoztermelés a majban és a bélben kiilonb6z6 fajok esetében

Az enzim latencidjanak mérésénél mar emlitettiik, hogy F6P-ot is hasznalhatunk

szubsztratként, ugyanis ezt egy hexoz-izomerdz enzim képes G6P-ta alakitani. Ez a
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mechanizmus majban jol definidlt, azonban szerettik volna megvizsgalni, hogy
kimutathat6-e vékonybélben is. Ezért azokon a fajokon végeztiik a kovetkezd méréseket,
melyek vékonybelében bizonyitottan miikodik a G6Paz rendszer. F6P-ot adtunk
szubsztratként a tengerimalac és human bél mikroszomakhoz, majd a termelt glukoz
mennyiségét mértiik (14. abra).
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14. abra. Fruktoz-6-foszfat-fiiggo glukoztermelés tengerimalac és human mdj, illetve vékonybél mikroszomakban.
Minden mikroszomat haromszor mostunk és 37 °C-on inkubadltunk 10mM fruktoz-6-foszfat szubsztrat jelenlétében 5 és
30 percig. Az dbrdk a két idopontbdl szamolt aktivitasok datlagat mutatjak. Minden kisérletet hdaromszor ismételtiink
harom parhuzamossal. Az oszlopok az atlag + SEM —et abrazoljak, a statisztikai analizist egy-szempontiu ANOVA és
Tukey teszitel végeztiik, p < 0.001 *** értéket véve szignifikansnak. Perm: permeabilizalt mikroszoma alamethicinnel
(0,05 mg/mg mikroszomadlis fehérje koncentracioban) kezelve. Intakt: intakt, nem permeabilizalt mikroszomak. Az
aktivitasméréseket a mintak felénél egy rovid pH 5-0s inaktivalas utan végeztiik, mely a glukoz-6-foszfatazt specifikusan
inaktivalja. A specifikus glukoz-6-foszfataz aktivitast a pH 5-tel kezelt és nem-kezelt mintdkndl mért aktivitasok
kiilonbsége adta.

Az elsO kisérletek sordn a FOP-bol torténd glukoztermelést méaj mikroszémakon
végeztiik, mely megerdsitette a korabbi eredményeket — specifikus, latens G6Paz-fliggd
glukoztermelést figyelhetiink meg mind tengerimalac, mind human mdj mikroszomak
esetén. Ugyanezeket a kisérleteket megismételtiik bél mikroszémakkal is. Azt talaltuk,
hogy szamottevd volt a glukoztermelés FO6P adésara tengerimalac €s human bél

mikroszomak esetében is, mely specifikusan a G6Paz aktivitasnak volt kdszonhetd, és az
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enzim latens volt erre a szubsztratra is. A FO6P-fliggd glukoztermelés alacsonyabbnak
bizonyult, mint a G6P-fliggd, mely feltételezhetben a kisebb kapacitasu FO6P transzport,
vagy az izomerizacios 1épés limitalt kapacitdsa miatt volt megfigyelheté. A két fajt
Osszehasonlitva elmondhatd, hogy humén mintédk esetén mind a m4ajbol, mind a bélbol
késziilt mikroszomakban nagyobb aktivitast mértiink, mint a tengerimalac mikroszémak

esetén.

4.10 A fruktéz hatasa a 11-HSD1 enzimaktivitasra

Mivel Korabbi tanulmanyok alapjan tudjuk, hogy az extracellularis glukédz
jelenlétében megnd a 11B-HSD1 enzim aktivitasa (199), ezért kivancsiak voltunk, hogy
vajon fruktdz hatdséra is hasonl6 valtozasokat tapasztalunk-e. Ezen okbol megmértiik a
médium hozzdadasara HHH7 sejteken, melyek stabilan koexpresszaljak a 113-HSD1 és
H6PDH enzimeket (15. 4bra).

A HHH7 sejteket 0; 0,1; 0,3; 1 és 4,5 g/l koncentracioju fruktozt tartalmazo
médiumban inkubaltuk. Eredményeink alapjan még 0,1 g/l fruktéoz koncentracio is
elégnek bizonyult, hogy az enzim oxidoreduktaz aktivitasa fennmaradjon (50%-0s volt a

4.5 g/l fruktézkoncentracidhoz viszonyitva).

Az enzim dehidrogendz aktivitdsdra a keletkezett kortizon mennyiségének
mérésébdl kovetkeztethetiink. Ez szintén erds koncentracio-fliggést mutatott. Fruktdz
jelenléte nélkiil a hozzaadott kortizol csaknem 80%-a kortizonna alakult. Ez az 4talakulas

4.5 g/l fruktozkoncentracid esetén 20% alatt ment végbe.

Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a fruktéz még a gluk6znal is jobban

hozzéjarul az ER lumenében torténd NADPH termeléshez.
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15. dbra. Exogén fruktoz hatasa a 11[-hidroxiszteroid-dehidrogendz 1 enzimaktivitas szabdalyozasara.
11p-hidroxiszteroid-dehidrogendz 1 és hexéz-6-foszfat dehidrogendz enzimeket stabilan kifejezé humdan embrionikus
meghataroztuk a 11p-hidroxiszteroid-dehidrogendz 1 oxidoreduktdaz (bal oldali dabra) és dehidrogendz (jobb oldali
abra) aktivitasat. A névekvo fruktoz koncentracio hatdisara az enzimaktivitas a dehidrogenadz aktivitdstol az
oxidoreduktdz aktivitas iranyaba tolédott el. Az oszlopok négy fiiggetlen kisérletbil szarmazo eredmények datlagat +
szorast abrazoljak.
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5. Diszkusszid

A vér glukdzszintjének fenntartdsa és szabalyozéasa nélkiilozhetetlen a gerincesek
szamara. Mara mar tudomanyosan elfogadott nézet, hogy a maj ¢és a vese mellett a
vékonybélnek is van glukoneogenikus szerepe (218). Habar sok adatot ismeriink a
kiilonféle fajokbol és kisérleti rendszerekbdl a G6Paz rendszer tagjainak jelenlétét és a
nettd glukoztermelését illetéen, ennek fizioldgiai szerepét és folyamatat sok vita ovezi
(54). Az irodalmi eltérések feloldasa valosziniileg a vizsgalt fajok kozotti taplalkozasi

szokasok és étkezések kiilonbségeiben keresendd (243).

Ezért célul tliztiik ki, hogy 0jbdl megvizsgaljuk a G6Paz rendszert egy gyiimdlcsevo
6sokkel rendelkez6 mindenevében (ember), egy novényevo-gyiimdlesevében
(tengerimalac) €és egy novényevoben (patkany). Az altalunk kimutatott fajok kozotti nagy

eltérések legalabb részben megmagyarazzak az irodalom ellentmondésos eredményeit.

Osszegezve az eredményeinket, a G6P4z és a G6PT jol detektalhato volt mind az
mRNS, mind a fehérje szintjén az emberek és a tengerimalacok vékonybél
mikroszomaiban. Ebbdl addéddéan a bél mikroszomalis glukoztermelése a G6P
hozzéadasakor szintén megfigyelhetd volt, bar alacsonyabb szinten mint ma4j
mikroszomak esestén. A bél G6Paz rendszer maj mikroszomakhoz képesti alacsonyabb
aktivitasa a rendszer komponenseinek alacsonyabb expresszios szintjének tulajdonithato.
A G6Paz rendszer tulajdonsagai (az intraluminalis elhelyezkedés az ER-ben, a latencia
¢és az intakt vezikulumok specifitisa) alapvetden megfeleltek a majban talalhatonak. A
tengerimalac bél mikroszomaiban azonban alacsonyabb enzimatikus latenciat talaltunk
(15%), mint a tengerimalac maj mikroszéma mintdkban, ami valdsziniileg magasabb
G6P-transzport kapacitasra utal, vagy nem-specifikus transzporterek jelenlétére a bél ER-
ben. A bél mikroszomékban az alacsonyabb specifikus G6Paz-aktivitds magasabb nem-
specifikus foszfohidrolaz-aktivitassal tarsult, amely valdszinlileg a bélhamsejtek
plazmamembranjahoz  (kefeszegély) kapcsolodd nem-specifikus foszfatazoknak
tulajdonithato (244, 245). Masrészt, patkanyok vékonybél-mikroszomaibol hianyoznak a
G6Paz rendszer elemei, és semmi, vagy nagyon alacsony olyan glukéztermelés volt
megfigyelheté a G6P hozziadasakor, melyet a G6Paz rendszer specifikus aktivitdsdnak

lehetett volna tulajdonitani.
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Az eredményeink kimutattdk, hogy funkcionalis G6Paz-zal rendelkezd fajok bél-
mikroszomai a F6P szubsztrat hozzaadasa esetén képesek glukoztermelésre. Igy felmeriil
a kérdés: mi allhat ennek a jelenségnek a hatterében? Az egyik lehetséges magyarazat a
kiilonbozé étrend hatdsa a génexpresszid szabalyozasara. Régebbi tanulmanyok
kimutattak, hogy a magas fruktoztartalmu étrend indukalja a bél G6Paz rendszerét (245,
246). Egy nemrég megjelent cikk megerdsitette, hogy magas fruktoztartalmi étrend
hatarozottan indukalja a bélben a ChREBP-B expressziojat (247, 248). A fruktozrol
ismert, hogy aktivalja a ChREBP transzkripcios aktivitasat a fokozott DNS-ko6tédés, a
foszforilacid és az acetilacio révén (8). A bél ChREBP fehérje-szintje megemelkedett a
magas fruktoztartalmia étrend hatasara, és ezt a glukoneogenetikus enzimek
expresszidjanak fokozodasa kisérte (249). A ChREBP valoban képes néhany
glukoneogenikus enzim génjének a szabalyozasara, mint pl. a glukoz-6-foszfataz

katalitikus alegysége, a GOPT és fruktoz-1,6-biszfoszfataz (250).

A fruktéz feltételezett induktiv hatasaval kapcsolatban meg kell emliteni, hogy a
F6P transzportot kutatocsoportunk mar leirta méj mikroszoméaban; az ER lumenébe
szallitott F6P-ot egy foszfohexdz-izomeraz aktivitasti enzim G6P-ta alakitja, ez az enzim
a mai napig még ismeretlen (10). A tengerimalacokbdl és az emberekbdl izolalt
vékonybél mikroszomakon végzett kisérleteink azt mutattak, hogy ezek a mikroszomak
szintén rendelkeznek egy ilyen utvonallal, mint a m4j (14. abra). Csabito feltételezni,
hogy ez a fruktdz-glukoz-atalakitasnak egy jonnan felfedezett Gitvonala a bélben, amely
hozzajarul a fruktoz-fiiggd glukoneogenezis indukcidjdhoz a gyiimolcsevok

vékonybelében.

Egy masik figyelembe veendd tény a rendszer szinte teljes hidnya a normal felndtt
patkanyok bélrendszerében. A G6Paz rendszer kiilonbozd tagjainak jelenlétét és a
glukoztermelést megfigyelték a vékonybélben kiilonbozd patofiziologias koriilmények
kozott, melyek emelkedett glukdz sziikséglettel jarnak (éhezés, cukorbetegség, magzati /
ujsziilottkori idészak) (218, 251, 252). Felvetddott a patkany vékonybél lehetséges
szerepe mint inzulin-érzékeny glukoneogenetikus szerv (253); a rendszer a taplalkozasi
szokasokra is érzékeny (254). Ennek ellenére glukoztermelés nehezen detektalhatd az
egészséges patkanyok vékonybelében normal taplalkozasi koriilmények kozott. Mivel a

glukoztermelésnek nincsenek alternativ forrasai, tigy tlinik, hogy sziikség van a G6Paz
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rendszer tartds indukcidjara a patkanyok belében, és a normdl koriilményekhez vald

visszatérés a G6Paz rendszer szinte teljes eltiinésével jar.

Az eredményeink Osszhangban allnak a korabbi megfigyelésekkel a bélben
torténd fruktéz — glukodz atalakulassal kapcsolatosan kiilonbozé fajokban (255, 256).
Leirtak, hogy a fruktdz atalakul gluk6zza a tengerimalacok (és a nyulak) vékonybelében;
a patkanyok esetében ez a mechanizmus hianyzik, feltehet6leg a bél gluk6z-6-foszfataz
rendszerének a hianya miatt. Kovetkeztetéseink szerint, feltehetden a gluk6z-6-foszfataz
rendszer jelenléte és a fruktoz — glukoz atalakulas a vékonybélben fajspecifikus és
fiigghet a kiilonbozo fajok taplalkozési szokdasaitol. Azoknak az emldsoknek, amelyek
foként csak nagy mennyiségli gyiimolcsot fogyasztanak, hatékony rendszerre van
sziikséglik a vékonybélben a fruktéz energiaforrasként torténd felhasznalasahoz, mig
azoknal a fajoknal, amelyek els6sorban névényekbdl fedezik az energiasziikségletiiket,

ez a fruktoz-glukoz atalakito rendszer hianyozhat.

=
Gyiimblcsevék ] 00: Noévényevék
(Ember, Tengerimalac) = (Patkany)
(Raleai B X
Bélsejt (Belse]t
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16. dbra. A gyiimolcsevik és ndvényevok bélsejtieinek feltételezett eltérd glukoz és fruktozmetabolizmusa.
Mig gyiilblesevéknél a fruktoz fruktoz-6-foszfatta, majd glukoz-6-foszfatta alakulhat a G6Pdz rendszeren kersztiil,
novényevok esetén feltehetéen ez az dtalakulis nem megy végbe, és a G6Paz rendszer is csak bizonyos dllapotok
fennallasakor pl. éhezés, diabétesz magzati/ujsziilott életkor indukdlodhat. G6Paz = glukoz-6-foszfatiz; GOPT =
glukoz-6-foszfat transzporter

Azoknak a fajoknak a vékonybelében azonban, ahol a frukt6z-6-foszfat gluk6z-6-
foszfatta torténd atalakuldsa végbemegy, ez a HOPDH enzim szamara is szubsztratként

szolgélhat, igy eldsegitve a lokdlis glukokortikoid termelést. Korabbi kisérletek soran
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patkany és sertés maj mikroszémat hasznalva azt talaltdk, hogy G6P és FO6P hozzdadasara
a 11B-HSD1 oxidoreduktaz aktivitasa megndvekedett, de galaktdz-1-foszfat, glukoz-1-
foszfat és fruktdz-1-foszfat hozzaadasara ez az emelkedés nem kovetkezett be (203).
Erdekes modon a G6P-vel ellentétben a F6P nem tudta novelni a 11p-HSD1
oxidoreduktaz aktivitasat sertés zsir mikroszomakban, de ennek a megfigyelésnek az oka
tovabbra is homalyos. Kutatdécsoportunk egy korabbi vizsgalatdban kimutatta, hogy
patkany maj- €s zsirszovet mikroszomaban a F6P hatékonyan indukalja a 113-HSD1
oxidoreduktaz aktivitasat. Ez a tanulmany bizonyitékot szolgaltatott az F6P transzporter
létezésére is az ER membrdnban, amely kiilonbozik a G6P transzportert6l. Szintén
bizonyitotta egy ER-luminalis F6P-izomeraz 1étezését, amely G6P-t képez a H6PDH-
fiigg6 NADPH termeléshez (10). Ez a luminalis F6P izomeraz kiilonb6z6
tulajdonsagokkal rendelkezik, mint a citoplazmatikus megfeleldje, mely arra utal, hogy
kiilonboz6 gének altal kodolt fehérjékrdl van szo. A luminalis F6P-izomerazt, valamint a
6-foszfo-glukonat-dehidrogenazt kodolé gének azonositasa fontos lenne az
energiaallapot-valtazasok és a 113-HSD1 medialt glukokortikoid aktivéacio kapcsolatanak

jobb megértéséhez.

Amint az eddigiekbdl 1athato, mind a glukdz, mind a frukt6z jol hasznosithaté a
H6PDH-11B-HSD1 rendszer szempontjabol, felmeriil azonban a kérdés, hogy vajon a
glukoz vagy a fruktdz jarul-e jobban hozza a 11B3-HSD1-fliggd glukokortikoid aktivéacio
stimuldlasahoz. Kisérleteink alapjan egyértelmiinek latszik, hogy a frukt6z az elényben

részesitett forrasa az ER luminalis NADPH termelésnek.

Ennek oka elsddlegesen a glukoztol eltérd sejten beliilli metabolizmusaban
keresend6. A fruktéz a majban fruktoz-1-foszfattd metabolizalodik megkeriilve a
kulcsfontossagu glikolizist szabalyozé enzimet, a foszfofruktokinaz-1 enzimet. A fruktoz
f6 metabolizalo enzime a fruktokinaz (ketohexokindz, KHK), ami ATP felhasznalasaval
foszforilalja a fruktozt fruktoz-1-foszfattd. Igy mentesiil a citrat és az ATP
visszacsatolasos gatldsa alol, vagyis a glukdz lebontasaval ellentétben szabalyozatlan,
raadasul annal gyorsabb folyamat. fgy a tulzott fruktozfogyasztas az intracellularis ATP-
szint gyors kimeriiléséhez, az AMP-deaminaz aktivacidjadhoz és hugysavképzddéshez
vezet (17. abra). Fruktdz lebontasakor a glicerin-3-foszfat és az acetil-KoA folyamatos
termelddése fokozza a majban a zsirsav szintézist. Az adipocitakban a fruktokindz hianya

miatt a fruktézt a hexonkindz metabolizalja fruktoz-6-foszfatta, mely gluk6z-6-foszfatta
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alakulhat, igy elésegitve a glukokortikoidok termelddését a 11B-HSD1 aktivaciojan

keresztiil.
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17. abra. A glukoz és a fruktoz intracellularis metabolizmusa.

A fruktoz intracellularis metabolizmusa kiilonbozik a glukozétol, mely a kiilonbozé transzportereiknek és az elsé
enzimatikus lépéseknek koszonhets. ATP = adenozil-trifoszfat; ADP = adenozil-difoszfat; AMP = adenozil-
monofoszfat; GLUT = glukoz transzporter

A masik logikus magyardzat a fruktdz hatékonyabb felhasznalasara az ER-
luminalis NADPH termeléséhez abbol adodhat, hogy a fruktoz illetve a F6P transzportja
elényosebb a glukdz, illetve a G6P transzportjanal plazmamembranon illetve az ER
membranjan keresztiil. A fruktéz a GLUTS révén stimuldlja sajat felvételét a gén
expresszidjanak  szabdlyozasan keresztil, mig az adipocitdk legfontosabb
glukoztranszportere, a GLUT4 csak hiperglikémias koriilmények kozott aktiv. Az FOP és
a G6P ER membranon keresztiili transzportjdnak sebességét még nem hasonlitottak

Ossze, ezzel a kérdéssel remélhet6leg majd a jovébeli kutatasok fognak foglalkozni.

A frukt6z nem csupan a 11B-HSD1 oxidoreduktaz aktivitasat serkenti azaltal,
hogy ndveli a luminalis NADPH termelést, hanem befolyéasolja a gén expressziojat is.

Emelkedett 11B8-HSD1 expressziot ¢és aktivitast figyeltek meg olyan 3T3-L1
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adipocitadkban, amelyek médiuma csak  fruktozt tartalmazott  egyediili
szénhidratforrasként gluk6z helyett (200). A megndvekedett expresszido lehetséges
magyarazata a C/EBPa C/EBPB-hoz viszonyitott aranyanak novekedése, mely
transzkripcidés faktorokrél korabban leirtdk, hogy részt vesznek a 11B-HSD1
transzkripcids szabalyozasaban (257, 258). Raadasul azok a 3T3-L1 adipocitak, melyek
fruktoztartalmu  kozegben  differencialodtak, fokozott GLUTS  expresszidval
rendelkeztek, mely tovabb fokozta a fruktoz felvételét és stimulalta a 11B-HSD1
expressziot és aktivitast. Ezenkiviil a lipolizis indukalodott és fokozott perilipin
foszforilacioval, fokozott hormonszenzitiv lipdz ¢és adipocita triglicerid lipaz
expresszidval, valamint a glicerin és a szabadzsirsavak megnovekedett felszabadulasaval
jart. Ezek alapjan a frukt6z erdsen stimulalja az adipocita differencialodast, fokozva a

helyi glukokortikoid aktivaciot.

A fent leirt megfigyeléseket allatokon végzett kisérletek is alatamasztjak. Egy in
vivo kisérlet 9 hétig, 10 %-os fruktéz oldattal taplalt Sprague Dawley patkanyokkal
megerésitette hipotézisiinket, miszerint a fruktoz talterhelés elésegiti a glukokortikoid
termelést a 11B-HSD1 és H6PDH fokozott expresszidja €s aktivitasa révén, tovabbi
NADPH-val latva el a patkany epididimalis fehér zsirszovetét (259). Fontos megjegyezni,
hogy ezek a patkdnyok a MetS néhany tiinetét is mutattdk, mint példdul a
hipertrigliceridémia és a hipertonia. Més kutatok kimutattdk, hogy a patkanyoknal a
magas fruktdztartalma étrend rovidebb, akar 24 oras expozicidja is mar a 113-HSD1
megemelkedett expresszidjat eredményezte a majban és viszceralis zsirszovetben (170).
A 11B-HSDI1, valamint a GR altal szabalyozott lipogén gének fokozott expresszidja
egyiitt jart az adipogenezis serkentésével a Wistar patkanyokon végzett vizsgalatok
alapjan (169, 260, 261). Azok a him patkanyok, melyek mind a fruktézban gazdag
étrendnek, mind kronikus, kiszamithatatlan stressz hatdsanak voltak kitéve, a
kortikoszteron szintjiik enyhén emelkedett volt és magasabb 11B-HSD1 expresszioval
rendelkeztek (de a HGPDH nem volt emelkedett, ellentétben az el6z6 allatkisérlettel), és
fokozott GR aktivacié volt megfigyelhetd (169). Ezen kiviil acetil-CoA-karboxilaz, a
zsirsav-szintaz és a hormon-szenzitiv lipaz expresszios szintjik is emelkedett volt. Ez
arra utal, hogy a kronikus stressz tovabb sulyosbitja a 11B-HSDI1 fruktéz-medialt
indukcidjat és lokalis glukokortikoid hatasait a lipolizisre és az adipogenezisre. Egy

masik vizsgalatban az egereket 60 napig magas fruktoztartalmu taplalékkal etettek,
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melynek hatasara megndvekedett a maj- és zsirszovet glukokortikoid szintje, valamint
megemelkedett GR szintje a magban és a célgénjei aktivalodtak (262). A plazma szabad
zsirsav, TG, inzulin és glukoz szintek megemelkedtek, a maj glikogénszintje lecsékkent.
A GR antagonista RU486-al torténd kezelés csokkentette a plazma lipideket, a szoveti
glukokortikoidszintet és a GR aktivaciot, valamint célgénjeinek expresszidjat. Tovabba,
csokkent a zsirszoveti lipid akkumulacio és javult az inzulinérzékenység. Erdekes modon,
a magas fruktoztartalmu étrend megnovekedett 113-HSD1, H6PDH és G6PT expressziot

eredményezett a majban ¢€s a zsirszovetben.

Ezen kiviil a Hes-1 anti-lipogén transzkripcidés faktort leszabalyozta a
megemelkedett GR aktivitds, mikdzben a PPARy, CD36 és SREBPI1-c expresszidja
fokozodott, magyarazva a megndvekedett szabadzsirsav és TG termelést. Ezek a
megfigyelések alatdmasztjak, hogy magas a fruktézfogyasztas fokozza a 11B-HSD1-
glukokortikoid-medialt lipolizist és adipogenezist. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek
annak felderitésére, hogy a 11B-HSDI szelektiv gatlasa megvédhet-e a magas

fruktozfogyasztas karos metabolikus hatdsaitol.

Ebben a tekintetben megvizsgaltak, hogy mi torténik a him egerekkel 16 hetes tn.
ALIOS (American Lifestyle-induced Obesity Syndrome) diéta utan. Ez ad libitum
taplalast jelent, melyben a kaloria 45%-a zsirbol 4ll, 11,6% transz-zsirokbol és emellett
42 g /I HFCS-bol az ivovizben. Ennek kovetkeztében az egerek elhiztak,
inzulinrezisztencia, diszlipidémia és a nem alkoholos zsirmajbetegség (NAFLD)
bizonyos fokozata alakult ki naluk (263). Meglepd modon a globalis 113-HSD1 KO
egerek sem voltak védve a metabolikus rendellenességekkel szemben a 16 hetes ALIOS
diéta utan. A glukokortikoidokrol ismert, hogy eldsegitik a szteatozist, tobbek kozott
azaltal, hogy serkentik a lipolizist a zsirszovetben, és ez serkenti a szabadzsirsavak majba
aramlasat, ahol a de novo lipogenezis fokozodik (264-266). A 11B-HSD1 KO egerek
védettek voltak a szteatohepatitisztdl, amikor glukokortikoidokat kaptak az ivoviziikben,
de csak standard diéta mellett (267). Ez a tanulmany kiemeli a zsirszoveti 11B-HSD1
fontossagat és a maj fenotipusara gyakorolt hatasat. Erdekes modon az ALIOS diéta a
gyulladasos betegség korai stadiumahoz vezetett gyulladasos markerekkel, immunsejt
beszivargassal és fibrozissal a 11p-HSD1 KO egerekben, mely az alkoholmentes
szteatohepatitiszre (NASH) val6 atmenet jele (263). Felvetodik a kérdés, hogy Larner és
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mtsai tanulmanyaban a globalis 118-HSD1 KO egerek miért nem voltak védettek az
ALIOS diéta ellen [145], mig a 11B-HSD1 KO egerek rezisztensek voltak az elhizas vagy
stressz altal kivaltott hiperglikémiara Kotelevtsev €s mtsai tanulmanyaban. Az allatok
fenntartdsanak, az étrendnek ¢és a kezelés idOtartamanak kiilonbségei némi magyarazattal
szolgalhatnak. Meg kell jegyezni, hogy egész életen at tartd adaptacid a kiilonbozo
kompenzéaciés mechanizmusok révén, ideértve a megndvekedett mellékvese
glukokortikoid termelést, lehet az oka annak, hogy a 113-HSD1 KO egerek nem élveznek
védettséget a magas fruktdz- és zsirtartalmu étrend ellen. Azonban nincs kizarva, hogy a
11B-HSD1 farmakologiai gatldszereinek hasznalata, kiilondsen a zsirszovetet célba véve,

mas eredményre vezetne.
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6. Kovetkeztetések

Doktori munkdm sordn arra kerestem valaszt, hogy a kiilonb6z6 fajok vékonybelében
mérheté-e a G6Paz enzim aktivitas €s ha igen, ez milyen mértéki? Tovabba kivancsiak
voltunk arra, hogy a majban mar leirt fruktdéz-glukéz atalakulds az ER lumenében
megfigyelheté-e a kiilonbozo fajok vékonybelében is, illetve a fruktdz in vitro hogyan

befolyasolja a lokalis kortizoltermelést.

A kisérletek eredményei alapjan az alabbi megallapitasokat tehetjiik:

1. A GO6Paz rendszer aktivitaisa mérhetéen jelen van ember és tengerimalac
vékonybélbdl szarmazd mikroszoméakon, és nem lehet kimutatni patkany bél
mikroszoman.

2. A rendszer tagjainak (G6PC, G6PT) expresszidja jol detektalhatd mRNS és fehérje
szinten ember és tengerimalac bélben, azonban patkany bélbdl szarmazo mintakon ez
jelentésen kisebb mértéki.

3. A human és tengerimalac mikroszoéma G6Paz aktivitasa intraluminalis, M6P (vagyis
membranon nem atjutd) szubsztrat szamara nem hozzaférheto.

4. A humian és tengerimalac bél G6Paz rendszere FO6P-t is képes szubsztratként
hasznositani.

5. A fruktéz in vitro befolyasolja a 11B-HSD1 aktivitasat, mely a novekvd fruktoz
koncentracio hatasara a dehidrogenaz aktivitastol az oxidoreduktaz aktivitas iranyaba

tolodott el.

Minden kisérlet tervezésekor figyelembe kell venni a fajspecifikus kiilonbségeket. A
fruktoz, valamint a glukokortikoid metabolizmus a ragcsalokban és az emberekben
szamos szempontbol kiilonbozik, és idealis esetben klinikai vizsgalatokat kellene végezni

a kapcsolat jobb megértése érdekében.
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7. Osszefoglalas

A metabolikus szindroma szdzadunk egyik legnagyobb egészségiigyi problémajava
nétte ki magat az étrendi cukrok egyre ndvekvd mértékii fogyasztasanak kdszonhetden.
Elsosorban a fruktoz felelos a metabolikus szindroma sok karos hatdsaért, mivel
magasabb lipogén tulajdonsagai vannak, mint a glukdznak, és a metabolizmusa sem olyan
szigoruan szabalyozott. Kutatocsoportunk kordbban patkdnymdj mikroszomak
alkalmazasaval bizonyitotta, hogy az FO6P bejut az endoplazmas retikulumba, ahol G6P-
va alakulva stimulalja a lokalis kortizoltermelést. Ez egy mikroszomalis F6P transzporter
¢s egy luminalis hexoz-foszfat-izomeraz enzim létezésését feltételezi; mindkét fehérje
még azonositsasra var. A mdj glukoneogenezisben betdltott szerepe mar régdta ismert,
azonban mai napig vita targyat képezi, hogy a vékonybél hogyan vesz részt a
vércukorszint szabalyozasdban. Az endogén glukoztermelésért felelds f6 enzim a glukdz-
6-foszfatdz rendszer, amely a glukoneogenezis és a glikogenolizis kdzds utolso 1épését
katalizalja. A kiillonbozo kisérleti allatokon végzett kisérletek azonban ellentmondasos

eredményeket hoztak a glukoz-6-foszfataz rendszer jelenlétét illetéen a vékonybélben.

Ezért Osszehasonlitottuk harom eltéré taplalkozasu faj vékonybelét, ¢és
megallapitottuk, hogy a gluk6z-6-foszfataz rendszer nagymértékben expresszalodik
tengerimalacokban ¢és emberekben, mig a patkdnyokban nem. A fent emlitett fruktoz-6-
foszfat transzporter — intraluminalis hexdz-izomeraz Ut aktivitasa szintén jelen volt a
tengerimalacok és az emberek bél mikroszomaiban. A maj mellett az adipocitak is
funkcionalis G6PT-H6PDH-11B-HSD1 rendszerrel rendelkeznek, amely kozvetlen
kapcsolatot biztosit a fruktdéz-anyagcsere és a lokalis glukokortikoid aktivitds kozott.
Ezért megvizsgaltuk, hogy a gluk6zzal Gsszehasonlitva mennyi fruktéz sziikséges a
glukokortikoid aktivaciohoz. Megallapitottuk, hogy ha fruktdzt adtunk a HHH7 sejtek
médiumahoz, az mar alacsony koncentracidban is képes volt fenntartani a 11B-HSD1
oxidoreduktaz aktivitasat. Tehat a fruktéz még hatakonyabban hozzajarul az ER

intraluminalis NADPH termeléséhez, mint a glukoz.

Megallapithatjuk, hogy a magas fruktozbevitel hatranyosan befolyasolja a
metabolikus szindroma progresszidjat, és a 11B-HSD1 szelektiv gatlasa zsirszovetben
egy jO terapias célpont lehet. Ezen kiviil figyelembe kell venni a fajspecifikus

kiilonbségeket is.
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8. Summary

Metabolic syndrome had emerged as one of the greatest health issue in our
century, due to the increasing intake of dietary sugars. Mainly fructose is blamed for the
adverse effects due to its higher lipogenic properties, and its loosely regulated
metabolism. Our research group had previously proved using rat liver microsomes that
F6P enters the endoplasmic reticulum, where it can stimulate cortisol-production after
having been isomerized to G6P. This suppose the existence of a microsomal F6P
transporter and a luminal hexose phosphate isomerase enzyme; both proteins remain to
be identified. While the role of the liver in the gluconeogenesis had been well
established, it was always a target of debates, how the small intestine is involved of in
blood glucose control, especially during fasting or protein feeding. The main enzyme
responsible for the endogenous glucose production is the glucose-6-phosphatase system,
which catalyses the common terminal reaction of gluconeogenesis and glycogenolysis.
However, observations gained in different experimental animals have given ambiguous
results concerning the presence of the glucose-6-phosphatase system in the small

intestine.

Therefore, we compared the small intestine of three species with different feeding
behaviour, and found that the glucose-6-phosphatase system is highly expressed in guinea
pigs and humans while poorly represented in rats. The activity of the above mentioned
fructose-6-phosphate transporter—intraluminal hexose isomerase pathway was also

present in intestinal microsomes of guinea pigs and humans.

Besides liver, adipocytes are also equipped with a functional GGPT—H6PDH—
11B-HSD1 system, which provides a direct link between fructose metabolism and local
glucocorticoid activation. We were also curious that in comparison with glucose, how
much fructose is necessary for the glucocorticoid activation. We found that when we
added fructose into cell culture of HHH7 cells, even at low concentration was efficient to
maintain 11p-HSD1 oxidoreductase activity. So, fructose constitutes an even more

efficient source of ER-luminal NADPH than glucose.

We could conclude that high fructose intake is also responsible to trigger the
progression of the metabolic syndrome, and 11B-HSD1 inhibition might be a good target
in adipose tissue. Furthermore, species-specific differences need to be considered.
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