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1. Bevezetés

A 2-es tipust diabétesz viladgszerte nagy szamban eldforduld betegség, mely
foként a joléti tarsadalmakra jellemzo [1]. A thlzott taplalékbevitel és a fizikai aktivitas
hidnya, valamint a gyakran ezek kovetkeztében fellépd elhizds a betegség
kialakulasanak legfébb okai [2, 3]. Az elhizas napjainkban mar gyermekkorban is egyre
elterjedtebb [4]. A 2-es tipust diabétesz komplex metabolikus betegség, melynek egyik
kiséréjelensége a tartésan emelkedett vércukorszint (hiperglikémia). A normal gliikéz
koncentracio érteke 3,5 és 5,5 mM kozott van a vérben, melynek szinten tartdsa
esszencialis a szervezet normalis miikodése szempontjabol. Az ettdl barmely irdnyban
val6 eltérés koros allapotokat idéz eld. A vércukorszint szabalyozasaban alapvetden két
hormon jatszik donté szerepet, az inzulin és a glukagon. Mindkett6t a hasnyalmirigy
Langerhans-szigeteinek sejtjei termelik; a glukagont az a-sejtek, az inzulint pedig a -
sejtek. Glukagon hatasara emelkedik a vércukorszint, mig inzulin hatdsara csokken. Az
izom-zsir tomegarany csokkenése gyengiilt inzulinvalaszt eredményez, melyet
inzulinrezisztencianak neveziink. Az inzulinrezisztencia korai stddiumaban talzott
inzulintermelés figyelheté meg a hasnyalmirigy B-sejtjeiben. Amikor a B-sejtek mar
nem tudnak elegendd inzulint termelni az inzulinrezisztencia kompenzalasahoz, akkor
megemelkedik a vércukorszint. A tulzott taplalékbevitel megterheli a sejtek intermedier
anyagcseréjét, €s stressz szignalokat general, ami — eleinte relativ, majd abszolut —
inzulindeficienciahoz vezethet [5]. Az inzulinrezisztencia a majban tulzott
gliikoztermelést, az izomban csokkent glikozfelvételt okoz. Emellett fokozza a
zsirszovetben a zsirsavak felszabadulasat, és igy noveli a vérben a szabad zsirsavszintet,
ami a legtobb szovetben lipotoxicitast okoz [6].

A lipotoxicitas sszetett stressz allapotot alakit Ki a sejtekben, melynek része az
endoplazmatikus retikulum (ER) stressz. Az ER igen érzékeny a kornyezeti hatasokra,
¢s az organellumot érd szélsdséges hatasok stresszt idézhetnek eld, ami fehérjeérési
zavart okoz a lumenben, és az ugynevezett UPR (unfolded protein response)
aktivalodasat eredményezi [3]. Az UPR beindulasait — nevének megfeleléen —
alapvetden a rosszul feltekeredett fehérjek ER-ben valo felhalmozddasa okozza, €s
harom {6 Gtvonalon aktivalodhat. Mindharom tutvonal aktivalodasanak elsddleges célja

az ER-homeosztazis helyredllitasa, aminek eléréséhez az organellum fehérjeterhelését
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csokkenteni, a folding, illetve a selejtfehérje-lebontas kapacitasat pedig névelni kell [7].
Amennyiben ez nem billenti helyre az egyensulyt, a sejt apoptdzisban elpusztulhat.

A legtjabb kutatasok az inzulinrezisztencia kialakulasanak egyik feleldseként a
JNK-t (c-Jun N-terminalis kinaz) vagy mas néven SAPK (stressz aktivalt protein kinaz)
emlitik. A JNK tehat stresszkinaz, amely az UPR egyik jelatviteli Gitvonalan, az IRE-1
(inositol-requiring enzyme 1) stressz receptoron keresztiil is aktivalodik. A foszforilalt,
aktiv JNK az IRS-1-et (inzulin receptor szubsztrat 1) szerin oldallancon foszforilalja,
ami gatolja e jelatviteli fehérje inzulin-receptor altali tirozin foszforilaciojat. Ily moédon
sériil az inzulinjelpalya, és az inzulin bekdtddése nem tud kelld mértéki glikozfelvétel-
fokozodast, illetve gliikkdztermelés-gatlast kivaltani.

Tobb gyogyszer is forgalomban van, melyek az inzulinrezisztencia
megjelenésekor, a tovdbbi romlast és a 2-es tipusi diabétesz kialakulasat
megeldzendéen adhatd. Az egyik ilyen gydgyszer a metformin. Ez a biguanidok
csoportjaba tartozd hatéanyag csokkenti a maj gliikoztermelését, serkenti az izom
gliikozfelvételét, igy megel6zi a hiperglikémia kialakulasat [8]. Csokkenti az éhséget, és
segiti a sulycsokkenést [9]. Gatolja a glilkoneogenezist és a mitokondridlis sejthalalt.
Egyik lehetséges targetje a mitokondrium 1égzési lancanak elsé komplexe [10]. Emellett
azonban 10j hatéanyagok keresése is fontos inzulinrezisztencia esetében, melyek
lehetdleg kevésbé okoznak gyomorpanaszokat, €s a vese-, tiid6- €s szivbetegek is
szedhetik, ugyanis az 6 esetiikben a metformin egyik mellékhatasaként felléphet a
tejsavas acidozis [11]. Tejsavas acidozis soran megemelkedik a vérben a tejsav
koncentracidja, ami a fiziologias pH-t savas iranyba tolja el. Ez adott esetben sulyos,
akar ¢életveszélyes allapotot is eldidézhet.

Egyre nagyobb teret kezd nyerni a célzott jelterapia, mely soran a stressz
hatdséra aktivalodott palyak egyikének szelektiv gatlasa torténik. Ilyen példaul az IRS-1
szerin foszforilacidjanak gatlasa kozvetleniil, vagy kozvetetten a JNK gatlasan
keresztiil.

Az igy haté6 szerek segitenek a megbomlott egyensulyi allapotok
helyreallitasdban, ugyanakkor nem valtoztatnak azon, hogy az elhizds altal okozott
metabolikus betegségek — koztikk a 2-es tipusu diabétesz — megeldzése és kezelése

elsésorban a helyes ¢letmdd kialakitasan (megfeleld diéta, testmozgas) alapul.
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1.1. Inzulintermelés és inzulinhatas

Az inzulin a tapanyagok felhasznaldsat és raktdrozasat (ezaltal a vércukorszint
csokkenését is) eldidézé hormon, melynek fontos szerepe van a sejtek ttlélésében és
novekedésben is. Jollakott allapotban emelkedik az inzulin szekrécioja a -sejtekben, és
ez elengedhetetlen a posztprandialis hiperglikémia elkertiléséhez.

A peptid hormon termeléséért a hasnyalmirigy Langerhans szigeteinek (-sejtjei
felelosek. A B-sejtek a szekréciora érett inzulint membrannal burkolt granulumokba
csomagolva taroljak, és ezekbdl sejtenként tobb ezer is lehet [12]. A szekrécio alapvetd
stimulusa a gliikdz koncentracié ndvekedése, melynek hatdsira fokozodik az ATP-
termelés, és valtozik a membranpotencidl. Amikor a gliikéz koncentracié elér egy
bizonyos hatarértéket, az elektromos aktivitas oszcillaciot okoz a membranpotencialban

a depolarizécios plato érték kozelében. Az elektromos aktivitassal parhuzamosan Ca2+-

crer

crer

Az inzulinszekréci6 elsddleges szabdlyozoja tehdt a plazma glikoz
koncentracidja, ez a stimulus azonban szabad zsirsavakkal (FFA), valamint
aminosavakkal is kivalthatd. Az aminosavak egyenként, fiziolo6gids koncentracidban
csak gyenge aktivatorok, de bizonyos aminosavak egyiitt hatva mar a fiziologias
koncentraciotartomanyban az inzulinszekrécid fokozodasat tudjak kivaltani. A szabad
zsirsavak receptoron keresztiil és metabolikus utak révén egyarant képesek az
inzulinszekrécid kivaltasdra. A B-sejtek membranjaban van egy Ugynevezett szabad
zsirsav receptor 1 (FFAR-1), amelyen keresztiil a szabad zsirsavak befolyasolni tudjak a
B-sejtek miikodését. Az intracellularis szabad zsirsavak metabolizmusa lipid jellegii
szignalmolekuldk szintézisének forrasa, mint péld4ul a hosszalanct acil-KoA és a DAG.
A protein kindz C (PKC) DAG altali aktivalédasa hozzdjarul az inzulinszekrécio

fokozodasahoz [14].

Az emelkedett inzulinszint tobb szdvetben 1is felgyorsitta a gliikoz
felhasznalasat. Tomege miatt kiemelhetd a harantcsikolt izom és a zsirszovet, melyek
GLUT4 transzportert tartalmaznak, igy gliikozfelvételik kozvetleniil fiigg az

inzulinhat4satol. A magas inzulinszint azonban nem csupan a gliikkéz, hanem minden

10
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tapanyag molekula felhasznalasat fokozza. A fehérje- és triglicerid-anyagcsere
egyensulyat a szintézis iranyaba tolja, ezaltal a plazma aminosavak és lipidek felvételét

favorizalja.

Az inzulin-receptor a vorosvérsejtek kivételével minden sejtiinkben megtalalhatod
heterotetramer (didimer) glikoprotein. Génje a 19-es kromoszoman helyezkedik el. Az
enzimaktivitassal rendelkezé receptorok kozott a receptor tirozin-kindzok (RTK)
csaladjaba tartozik. A receptor 2 o és 2 P alegységbdl all, melyeket diszulfid hidak
kotnek Ossze [1]. A B, katalitikus alegység tirozin-kinaz aktivitassal rendelkezik. Az
o, regulator alegység gatolja a P alegység aktivitasat [15]. Ha a hasnyalmirigy
Langerhans szigetének [-sejtjei altal termelt inzulin bekdtddik az extracellularis o
alegységekhez, ez a gatlds megsziinik, és a P alegységek intracellularis doménjein
autofoszforilacio torténik [16]. A foszfotirozinok 1étrejotte alkalmassa teszi a receptort
foszfotirozin-ko6té (PTB) doménnel rendelkezé adapter fehérjék kapcsolodasara. Ezek
koziil a legfontosabb az IRS.

Az IRS-nek 4 izoformaja ismert. Kozilik az IRS-1 és IRS-2 jelentdségét
bizonyitottak az inzulin kiilonb6z6 hatasaiban [17, 18]. PH (Plecstrin homolog), PTB
doméneket, valamint tobb foszforilalhat6 tirozin és szerin oldallancot tartalmaz. A PTB
doménen keresztiil torténik az inzulin receptor foszfotirozinjaihoz valo kotédés [19]. Az
IRS izoformdk N termindlis végiikon a PH doménnel a sejtmembran savanya
foszfolipidjeihez ~ [foszfatidil-inozitol foszfat (PIP), foszfatidil-szerin  (P-Ser)]
kapcsolodnak. Az IRS C termindlis végén tirozint és szerin/treonint tartalmazo
foszforilacios helyek talalhatok. Amennyiben tirozinon torténik a foszforilacio, az
inzulinjelpalya aktivalodik.

Innentdl két f6 jelatviteli utvonalon folyatddik a szignal, a MAPK kaszkad,
valamint a PKB (protein kinaz B vagy Akt) aktivalodasaval.

11
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1. abra: Inzulin-jelatvitel

Az inzulin-receptor a receptor tirozin-kindzok (RTK) csalddjiba tartozik. Jellemzd
rajuk, hogy novekedési jelpalyakat is beinditanak a MAPK (mitogén aktivalt protein
kinaz) utvonalon, mellyel a sejtproliferaciot serkento transzkripcios faktorokat
aktivalnak. A masik utvonalon pedig a PKB (Akt) aktivdlodasa révén, eldsegitik a
GLUT 4 kihelyezédest, ezaltal a gliikoz felvételt a vérbol; valamint gatoljak a
proapoptotikus fehérjéket és aktivaljak az antiapoptotikus fehérjéket, ezzel elosegitve a

tulélést és a novekedest [20].
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MAPK kaszkad aktivalodasa:

Az IRS tirozinfoszforilacidjanak hatasara egy adapter fehérje, a GRB2 (,,growth
factor receptor-bound protein 2”) a SOS-al (,,son of sevenless”) komplexet képez. Ez
utobbi egy guanin-nukleotid kicseréld faktor (GEF), mely a Ras kis GTP-koto fehérjét
egy GDP-GTP cserével [21] bekapcsolja. Innen indul a tényleges kinaz kaszkad [22]. A
Ras hatasara ugyanis miikodésbe 1ép a MEKK (MAP kinaz-kinaz-kinaz), majd a MEK
(MAP kinaz-kindz) és végil az ERK1/2 (MAP kinaz), amely mar kiilonb6zé
transzkripcios faktorokat foszforilal [23]. Kialakul a c-Jun, c-Fos dimerje, melyet AP-1-
nek neveziink, és a sejtciklus G1 szakaszanak elére hajtasaval a mitotikus osztodas

iranyaba tereli a sejteket.

PKB aktivalodasa:

Az IRS tirozinfoszforilacidjaval masik utvonalon is elindul a jelatvitel. A PI3
kinazok (foszfatidil-inozitol-3-kinaz) intracellularis lipid-kinazok, melyek egy
katalitikus (110 kDa) és egy regulator (85 kDa) alegységgel rendelkeznek [24].
Amennyiben a gatld regulator alegységeik tirozinfoszforilalt IRS-hez dokkolodnak,
olyan foszfatidil-inozitol szarmazékokat termelnek, amelyek lehetdvé teszik a PDK
(foszfatidil-inozitol-dependens kinaz), valamint a PKB szerin/treonin-kinazok kotodését
a plazmamembran belsd rétegéhez. A PKB PDK-altali foszforilalodasakor disszocial a
plazmamembranrol, és szamos fehérjét foszforilal a citoszolban, illetve a magban [25].
Ezek koz¢ tartozik a FOXO, a GSK3, az mTOR, az AS160, a kaszpaz-9 ¢s a Bad.

A GSK3 (glikogén-szintaz-kinaz 3) foszforilalja és inaktivalja a GS-t, mely a
glikogénszintézis kulcsenzime. A GSK3 PKB-altali gatlasa tehat felszabaditja a GS-t,
igy az inzulin fokozza a glikogenezist [26]. A GSK3 foszforilalja az eI[F2B-t (eukariota
iniciacios faktor 2 B) is, mely egy GEF, azaz az elF2 transzlacids iniciacios faktoron a
GDP-t GTP-re cseréli ki, ezzel aktivalva azt. Az elF2B foszforilacidja meggatolja ezt a
guanin-nukleotidcserét, igy a transzlacio iniciacidjanak gatlasahoz vezet. A PKB GSK3-

ra kifejtett gatlo hatasa kovetkeztében pedig a fehérjeszintézis fokozodni tud.

Az AS160 (Akt szubsztrat 160 kDa) rendelkezik egy GAP (GTP-az aktivald
fehérje) doménnel, mely a Ras szupercsaladba tartozo egyik GTP-4z, egy Rab fehérje
nukleotiddz miikodését aktivalja, igy a fehérje auto-inaktivalodasat segiti eld. A Rab

fehérjék szamos vezikularis transzport folyamatban vesznek részt, és az AS160 altal
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aktivalt valtozat a GLUT 4 kihelyez6désében jatszik kulcsszerepet (harantcsikolt
izomban ¢és zsirszovetben), ami a gliikkoz felvételét teszi lehetévé e sejtekben [27, 28].
Amennyiben a PKB foszforilalja az AS160-at, a GTP-4z aktivitas stimuldldsa elmarad.
Tehat inzulin hatdsara a Rab GTP-kotott formaban marad, amely ily mdédon segiteni
tudja a vezikularis transzportot, és fokozza az izom- és zsirsejtek glukozfelvételét [29].
A Rab fehérjét a PDK-n keresztiill a PKCA is foszforiladlhatja, ezaltal eldsegitve ¢€s
gyorsitva a GLUT4 kihelyez6dését. A GLUT4 foként kis vezikuldkban ¢és
tubulovezikularis struktirakban talalhato, kis mennyiségben eléfordul a transz-Golgi
halozatban, klatrin-burkolt vezikuldkban és az endoszémaban [30, 31]. Folyamatos
cirkulacié figyelhetd meg a plazmamembran és a vezikulumok ko6zott; inzulinhatés
hianyaban az 6sszes GLUT4-nek minddssze 5%-a kotddik a plazmamebranhoz [29].
Inzulin bekotddése hatasara a GLUT4 transzporterek kozel 50 %-a exocitdzissal kijut a
sejtfelszinre, ezzel mintegy megtizszerezve a vérglikoéz szdmara hozzaférhetd
transzporterek szamat. Ilyenkor tehat lényegesen nagyobb sebességgel aramolhat a
gliikoz a sejtekbe [32]. A hormonhatas lecsengése utan ismét visszaall az alacsony
transzportkapacitassal jellemezhetd alapallapot.

A kaszpaz-9 iniciator kaszpaz, mely az apoptdzis mitokondrialis Gtvonala soran,
az apoptoszomaban aktivalodik. Normal inzulin-jelatvitelkor az aktivalt PKB/Akt
gatolja a kaszpaz-9 fehérjét, ami akadalyozza az apoptdzis beindulasat [33]. A
programozott sejthalal kiilonb6z6 okbol torténd stimulalasa rendszerint a mitokondrialis
membran permeabilitdsanak fokozodasaval ¢és igy az APAF-1 apoptoszoma
létrejottével, valamint a kaszpaz-9 aktivalodasaval is jar [34, 35]. Ilyen hatast valthat ki
az ER-stressz soran aktivaloddé JINK/SAPK miikodése is [36].

A Bad a Bcl2 fehérjecsalad csak BH3 (Bcl2 homology domain 3) doménnel
rendelkezé proapoptotikus tagja. Ha heterodimert képez a Bcl2 csalad antiapoptotikus
tagjaival, ez lehetévé teszi a mitokondriadlis membran permeabilitasanak fokozodasat,
vagyis eldsegiti az apoptdzist. Mivel azonban a PKB altal foszforilalt Bad inaktiv €s

szekvesztralt, az inzulin-jelatvitel ezen a ponton is a sejtek ttlélését segiti eld [37].

A tiltaplalas noveli a PB-sejtek inzulintermelési kényszerét. Amig a {0
metabolikus szovetek (m4j, harantcsikolt izom ¢és zsirszovet) képesek a nagy
mennyiségli gliikoz felvételére, addig nem borul fel a homeosztazis. Az, hogy kinél

meddig feszegethetd ez a hatar, azt genetikai és kdrnyezeti tényez6k befolyasoljak.
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1.2. Az elhizashoz kapcsol6d6 anyagcsere-betegségek

Az obezitast, azaz az eclhizas mértékét a BMI index-el (azaz testsuly (kg) /
magassag® (m?)) lehet szamszeriisiteni. Ennek értéke 18,5-25 kozott optimalis. 25 feletti
BMI esetében elhizasrol, 30 feletti BMI értékeknél pedig sulyos elhizasrol beszéliink
[38, 39].

Az elhizas hatterében mind genetikai hajlam, mind kornyezeti tényezok szerepet
jatszanak. Ezek egyiittes hatdsa okozza e komplex kronikus betegség kialakulasat.
Természetesen mindezek mellet a kulturalis és viselkedési mintazatok is erdsen
befolyasold tényezdk. Az elhizéssal szdmos mas betegség kialakulasdnak kockazata is
megnd, mint példaul a magas vérnyomads, sziv- és érrendszeri betegségek, sztrok, 1éguti
betegségek, valamint bizonyos daganatos megbetegedések [40].

Minél nagyobb a BMI index, annal nagyobb a 2-es tipusu diabétesz
kialakuldsdnak valoszinlisége is. A férfiaknadl azonban azonos BMI index mellett
nagyobb a diabétesz kialakulasanak esélye, mint az azonos életkort nok esetében [41].

Mig a szervezetben miikodé homeosztazis igyekszik az energiamérleget
egyensulyban tartani, a talzott taplalékbevitel az energiaraktarozas felé tolja el a
mérleget, mégpedig zsir (triglicerid) raktdrozésaval. Ha pedig kisebb az energiabevitel,
akkor ezek a trigliceridraktarak triilnek, és a zsirsejtek (adipocitak) térfogata csokken.
A preadipocitak differencialodas utjan valnak érett, lipiddel teli sejtekké (hiperplazia),
aminek mértéke aranyos a sejtek halalozasi aranyaval, azaz a sejttomeg nem valtozik, és
az adipocitak szama is konstans marad [42].

A zsirszovet  diszfunkcidjat  (adipozopatia) a  meglévé  adipocitak
térfogatnovekedése (hipertrofia), valamint a hasiiregi (viszceralis) zsir akkumulécidja
okozza [43]. Elhizasban ezért jellemzden megné a vérben keringd szabad zsirsavak
(FFA) koncentracidja, amely befolyasolja az inzulinra adott sejtvalaszt és noveli az

inzulinrezisztencia kialakuldsdnak valdszinliségét.

1.2.1. Inzulinrezisztencia

crer

glikozhomeosztazisra kifejtett hatasai miatt esszencialis hormon. Anabolikus
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hormonként sok szempontbol ellentétesen miikddik a szintén a pancreasban termel6d6
glukagon katabolikus hormonnal [44]. A gliik6z termelését csokkenti a majban, vesében
¢és vékonybélben, a gliikoz felhasznalasat pedig minden szévetben fokozza.

Amikor az inzulinjelpalya sériil, a sejtek inzulin iranti érzékenysége is
karosodik, ekkor beszéliink inzulinrezisztenciarol [45]. Inzulinrezisztenciaban szenvedd
betegeknél megfigyelték a csokkent PI3K aktivitast a vazizomban és a zsirszovetben
[28].

Az inzulinrezisztencia 1étrejottében szerepet jatszhatnak a protein-tirozin-
foszfatazok (PTP) is, melyek negativan szabalyozzak az inzulinjelpalya mikodését,
ezek koziil a PTP-1B szerepe kulcsfontossaga. A SHIP2 (,,SH-2-containig inozitol 5°-
phospatase 2”) és a PTEN (,,phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome
10”) is csokkenti az inzulinérzékenységet [28].

Nagyon gyakori azonban, hogy az inzulinrezisztencia kialakuldsanak hatterében
az IRS-1 szerin/treonin-foszforilacidja all. Tobb mint 50 ilyen foszforilacidos helyet
térképeztek mar fel tomegspektrometria segitségével. A foszforilaciojukat okozhatja
IKKp, p38—MAPK, JNK, mTOR vagy PKC, ¢és ezaltal IRS-degradéacio vagy csokkent
IRS-asszocialt PI3K-aktivacio alakulhat ki patologias koriilmények kozott [46]. Az
inzulinrezisztenciat ezért kivalthatjak gyulladdsos mediatorok, mint példaul a tumor
nekrozis faktor o (TNFa), interleukin-6 (IL-6), interleukin 1 B (IL1B) vagy az NF-xB
aktivalodasahoz vezetd egyéb hatasok [47, 48].

Mutaciés analizis sordn azt talaltdk, hogy a ragcsalok IRS-1 Ser307-es
foszforilacidja (ami huménban a Ser312-es foszforilacids helynek felel meg) a JNK
egyik fo targetje, mely az aktivalt inzulin-receptor és az IRS-1 PTB doménje kozotti
interakciot megzavarja [49]. Az IRS-1 Ser307-foszforilaciojaért foként a JNKI1 altipus
felel6s [50] (1asd még: INK fejezet).
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2. abra: Inzulinrezisztencia kialakulasanak fobb okai

A tulzott taplalékbevitel és a fizikai aktivitas hianyanak kévetkeztében hiperglikéemia lép
fel. A gyulladasos mediatorok, valamint az oxidativ stressz hatasara aktivalodo ER-
stressz fehérjék inzulinrezisztenciat okoznak, ami p-sejtpusztulashoz és 2-es tipusiu

diabétesz kialakulasdhoz vezet [51].

Ha a sejtek inzulinra adott valasza gyengiil, hiperinzulinémia léphet fel. A (-
sejtek probaljak ugyanis kompenzalni a normal sejtvalasz fenntartasat azzal, hogy
nagyobb mennyiségben termelik az inzulint. Azonban ez sokszor nem elegendd a
megfelel6 hormonhatés fenntartasdhoz, és végiil a B-sejtek pusztuldsahoz is vezethet.

Az inzulinrezisztencia eldsegiti tehat a hiperglikémiat, hiperinzulinémiat,
diszlipidémiat és magas vérnyomast, melyek nem-alkoholos zsirméaj (NAFLD), 2-es
tipusi diabétesz, valamint szivbetegségek ¢és keringési zavarok kialakulasdhoz

vezethetnek.
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1.2.2. Metabolikus szindroma

A metabolikus szindroma komplex rendellenesség, mely diszlipidémiaval,
gliikoz intoleranciaval, keringési zavarokkal, magas vérnyomassal, nem-alkoholos
zsirmajjal (NAFLD) és obesitassal jellemezhetd. A gliikkdz intolerancia a hiperglikémia
pre-diabetikus allomasa, amikor a sejtek mar nem vesznek fel annyi gliikkozt, amennyi a
normal vércukorszint fenntartasahoz sziikséges lenne. Mindezen rendellenességek
kialakulasdnak oka az inzulinrezisztencia jelensége, mely az inzulinjelpalya sériilését,
ezaltal a glikéz vérbdl vald felvételének zavarat vonja maga utan [52, 53]. Ez a

szindroma lassan kezd a vilag egyik legnagyobb egészségiigyi problémajava eldlépni.

Metabolikus szindromardl beszélhetiink abban az esetben, ha az alabbi 5
tiinetbdl legalabb 3 fennall: [54-57]

1. Torzs koriili elhizds. Ha a derékbdség: férfiaknal 102 cm-nél, n6knél 88 cm-nél
nagyobb.

2. Emelkedett artérids vérnyomas. Ha 130/85 Hgmm-nél nagyobb.

3. Ingadozo vércukorszint (diszglikémia). Ha az éhgyomri plazma gliikdzszint 100
mg/dl felett van.

4. Emelkedett triglicerid-koncentracio. Ha 150 mg/dl feletti érték.

5. Alacsony HDL-koleszterinszint. Kevesebb mint 40 mg/dl férfiak esetében, és

kevesebb mint 50 mg/dl n6knél.

Magas vérnyomasos betegek esetében kevéssé miikodik jol az endogén és exogén
antioxidans védelem [58]. Az eNOS hatasara képz6dd NO az endotél sejtek koriili
keresztiil, ami ily modon vazodilataciot okoz. Inzulinrezisztencidban az erek relaxacioja
is karosul, ami miatt hipertenzi6 1ép fel. Metabolikus szindréma hatasara az erek
oregedése felgyorsul, €s a hipertenzid okozta keringési megbetegedések valoszinlisége

megnd [56].
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1.2.3. A 2-es tipust diabétesz

A diabetes mellitusnak alapvet6en két f6bb formaja ismert [1].

Az 1-es tipusu diabétesz (inzulinfliggd) kronikus autoimmun betegség. Ennek
lényege, hogy a szervezet nem tud inzulint termelni. Viszonylag fiatal korban
diagnosztizalhat6. Ezek a betegek egész életiik soran inzulin adagolasara szorulnak,
azonban a korszerii technikdnak kdszonhetéen ez mar egyre konnyebben kivitelezhetd,
¢s teljes értéki életet tudnak €lni.

A 2-es tipusu diabétesz (nem inzulinfiiggd) fordul el6 az Osszes diabéteszes
beteg 90%-anal. Erre a betegségre heterogén metabolikus allapotok jellemzoek, ugy
mint a vércukorszint megemelkedése, valamint az inzulin-jelatvitel, illetve
inzulinszekrécié zavara [1]. Ebben az esetben a szervezet eredetileg képes inzulin
termelésére, azonban ez a folyamat feln6tt-, vagy sajnos egyre inkabb mar
gyermekkorban is karosul, aminek hatdsara részben vagy teljesen leédllhat az inzulin
termelése a pancreas Langerhans-szigeteinek B-sejtjeiben [7]. A diabétesz kialakulasat
megelézden fellép az inzulinrezisztencia [5], mely sokszor hiperglikémiat von maga
utan az inzulin-jelatvitel zavaranak kovetkeztében. Ez nagyobb inzulinprodukciot
igényel a [-sejtekben, hogy megprobaljdk ezt a felbomlott egyensulyi allapotot
helyreéllitani. A kompenzalas egy ideig sikeres lehet, azonban nagyon gyakran a (-
sejtek kimeriilnek, és az inzulinrezisztencia kovetkeztében megemelkedett szabad
zsirsavszint, vagy egyéb ER-stresszt kivaltd hatas, illetve ROS (Reaktiv Oxigén
Szarmazék) felszaporodasa altal eldidézett oxidativ stressz hatasara apoptotizalnak [59].
Az inzulinrezisztencia, amennyiben idében diagnosztizaljak, gyogyszeresen kordaban
tarthato, bizonyos esetekben a folyamatot akar vissza is lehet forditani. A 2-es tipust
diabétesz elterjedésének oka az egyre nagyobb méreteket 61t6 elhizas, az iil0 munka,
valamint a fizikai aktivitas hianya [60].

A magas  vércukorszint  kovetkezményeként  kiilonbozd  keringési
megbetegedések 1éphetnek fel; szivelégtelenség, sztrok, veseledllds és diabéteszes
retinopatia. Valamint a gyenge véraram kovetkeztében végtag amputaciora is sor

kertilhet. Klasszikus jelei a poliuria, polidipszia és polifagia, valamint sulycsokkenés.
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3. abra: Oralis Gliik6éz Tolerancia (OGT) teszt

A normal vércukorszint 3,5 mM és 5,5 mM kozott van. 60 percnél éri el maximumat
1g/testsuly kg cukros viz megivasa utan. Azonban ekkor sem érheti el normal allapotban
a 10 mM-t. 2 ora utan pedig egészséges embernél visszatér normal szintre.
Inzulinrezisztenciara akkor van okunk gyanakodni, ha 1 ora utan meghaladja a 10 mM-
os értéket a vércukorszint (ekkor mar csékkent gliikoz toleranciarol beszélhetiink), vagy

ha az érték 2 ora utan nem tér vissza a normal szintre. Ez esetben madr a 2-es tipusi

diabétesz is valoszintisitheto.

Oralis gliikoztolerancia teszttel (vagy terheléses vércukorszint-mérés) lehet

vizsgalni az inzulinrezisztenciat. Ennek soran reggeli éhgyomorra 1g/testsuly kg
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sz6locukrot tartalmazo folyadékot kell a paciensnek meginnia, majd 0 perc, 30 perc, 1
ora és 2 ora elteltével nézik a vércukorszintet. A normal éhgyomri vércukorszint 3,5
mM ¢és 5,5 mM kozott van. A terhelés soran 1 6ranal mutatkozik a legmagasabb érték,
azonban 2 6ranal visszatér az ¢hgyomri normal szintre. Két esetben van ok feltételezni
inzulinrezisztenciat. Amennyiben az 1 6ras, legmagasabb érték meghaladja a 10 mM-t,
vagy ha az érték 2 6ra utan nem tér vissza a normal szintre. Ez esetben mar a 2-es tipusu
diabétesz is valosziniisithetd.

Erdemes minél hamarabb felismerni az inzulinrezisztencia kialakulasat, hogy
még meg lehessen elozni a tovabbi B-sejtpusztuldst, valamint a tényleges diabétesz
kialakulasat. Fontos ebben a gydgyszeres kezelés, mely segiti helyreéllitani a normal
mértékll inzulintermelddést, valamint fontos Uj hatéanyagok fejlesztése, melyek akar

kevesebb mellékhatassal, hatékonyabb eredményeket tudnak elérni.

1.2.4. Gliikotoxicitas és lipotoxicitas

Kronikusan sok tapanyagbevitele a szervezetbe hiperglikémiat okoz. A magas
vércukorszint a B-sejtek igénybevételét noveli az inzulin fokozott mértékii termelésével.
Mindez a metabolikus Utvonalak aktivalodasat, valamint ER- vagy oxidativ stresszt idéz
eld, melyek a B-sejtek inzulintermelési zavardhoz, vagy azok talélésének csokkenéséhez
vezet [61]. A tulzott gliikoz fogyasztas alapvetden reduktiv stresszt okoz a
megemelkedett NADH-szintnek koszonhetéen, ez azonban mégis végiil oxidativ
stresszhez vezet kiilonb6zd alternativ  anyagcsere Utvonalak felerésodésének
kovetkeztében. Ezt a hosszas folyamatot nevezziik gliikotoxicitasnak [59].

A taplalekkal elfogyasztott és felszivodott zsirokat a kilomikron szallitja el a
bélbdl a nyirok- és vérkeringésbe. A vérben taldlhato szabad zsirsav, vagy mas néven
nem észteresitett zsirsav (NEFA) a mar raktarozott zsirok mobilizalasabol, vagyis a
zsirszovetbOl szarmazik. Elhizas esetén, amikor talzott mértéki taplalékbevitel van,
megemelkedik a szabad zsirsavszint, ami az inzulinrezisztencia kialakuldsat segiti elo.

A lipotoxicitds az emelkedett szabad zsirsavszint sejtekre gyakorolt karos hatasait
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jelenti. Amennyiben ez a kéaros hatds a sejt pusztuldsdhoz vezet, lipoapoptdzisnak
nevezziik.

A zsirsavak szignal molekula funkcioval is rendelkeznek. A lipid metabolizmus
szabalyozasaban részt vesznek a peroxiszéma-proliferator aktivalt receptorok (PPAR),
melyek ligandjai a telitetlen zsirsavak és szarmazékaik. Ezek olyan ligand altal
szabalyozott transzkripcids faktorok, melyek a sejt differencialodasaval kapcsolatos
géneket, ¢és rengeteg metabolikus folyamatot szabalyoznak, mint példaul a lipid- és
gliik6z homeosztazist. Harom izoformaja ismert, a PPARa, a PPARP/S ¢és a
PPARYy [62].

A PPARa a vazizomban ¢és a mdajban [-oxidativ gének expresszidjat
szabalyozza, mellyel csokkenti a lipotoxicitast €s ndveli az inzulin irdnti érzékenységet.
A PPARa agonistak csokkentik a lipidakkumulédciot a periférids szovetekben, mint
példaul a majban, védenek a palmitat indukalt lipotoxicitas ellen a mitokondrialis és
[63]. E hatasuknak koszonhetben a diszlipidémia és diabétesz mellitus gyogyszeres
kezelésében igen fontos szerepet jatszanak.

Az extracellularis szabad zsirsavak (FFA) aktivalhatjdk a ,toll-like”
receptorcsalad (TLR) egyes tagjait is. A TLR-ek a patogének molekuldris mintazatait
felismeré receptorok, melyek szerepe elsdsorban az immunrendszerhez kothetd,
azonban az emlds majban nem csak a Kupffer-sejtek, hanem maguk a hepatociték is
tartalmazzak [64]. A TLR-ek aktivalni tudjak mind a JNK-t, mind az 1kB (inhibitor
kappa B) kindz komplexet, mellyel az IRS szerinfoszforilaciojat, ezaltal az
inzulinrezisztencia kialakulasat segitik eld6 [65]. A JNK aktivacigjat ROS-termelés
révén, vagyis oxidativ stresszt indukalva tudjak el6idézni [66]. A TLR2 ésTLR4
expresszidja magas glilkéz koncentracional, valamint telitett zsirsavak hatasara
fokozodhat, mely gyulladasi citokinek (IL-1B, IL-6 és TNF-a) termelését, valamint a
nuklearis faktor-kB (NF-xB) aktivalasat idézi elG. Szerepet jatszanak a [-sejtek
lipotoxicitasaban is [67].

Az FFA aktivalja a GRP40-et (vagy FFAR1-et) mely a human és ragesalok f-
sejtjeinek felszinén expresszalddik, €s az inzulinszekréciot, valamint B-sejtek talélését

segiti eld. INS-1 sejtekben a telitett zsirsavak csokkentették az FFARI1-et, mig a
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telitetlen zsirsavak novelték azt, mellyel a lipotoxicitdssal szembeni védekezést
segitették eld [68].

A lipotoxicitas altal eldidézett hatasok koziil kritikus az inzulinrezisztencia
kialakulasa, valamint a B-sejtek diszfunkcioja illetve apoptozisa. A FFA altal indukalt
inzulinrezisztencia mellett az ER- és oxidativ stressz is szerepet jatszik a

sejtpusztulashan.

1.3. Az endoplazmatikus retikulum ¢és kapcsolata a metabolikus
szindromaval

Az endoplazmatikus retikulum olyan organellum az eukariota sejtekben,
melynek egyik legfontosabb feladata a fehérjeszintézis és -érés, valamint a megfeleléen
feltekeredett fehérjék tovabbitasa azok végso rendeltetési helye felé [3]. Mivel ezek igen
szigortian szabalyozott mechanizmusok, barmilyen zavaruk a homeosztazis felboruldsat
eredményezheti. Az endoplazmatikus retikulum miikddészavarai a metabolikus

szindroma kialakulasahoz is hozzajarulhatnak.

1.3.1. Az endoplazmatikus retikulum felépitése és fontosabb funkcidi

Az endoplazmatikus retikulum minden eukariota sejtben megtalalhatod
organellum, mely folytonos membranhalozatot képez a citoszolban [69, 70]. Mérete a
sejt funkciojatol nagymértékben fiigg. Két f6 tipusa van, a durva felszinl
endoplazmatikus retikulum (DER), mely nevét onnan kapta, hogy igen riboszomadus,
valamint a sima felszinli endoplazmatikus retikulum (SER) mely riboszéméakban
szegényebb. A két tipus funkciojat tekintve is eltér6. A DER-ben inkdbb a
fehérjeszintézis és fehérjék érése zajlik. Méjsejtekben a SER felelds a detoxifikacidért,
izomsejtekben, ahol szarkoplazmatikus retikulumnak is nevezik, a kalcium

raktarozasaban és gyors kiliritésében van szerepe. A SER és a DER folytonos atmenetet

képez egymassal, valamint a sejtmagburokkal [71].
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Rengeteg metabolikus utvonal helyszinét képezi az ER. Kiilondsen Sok enzim
talalhatd a membranba agyazottan, és fontos reakcidk zajlanak az organellum
lumenében [69]. Jelentés kalciumraktar taldlhatdé meg itt, mely a kalcium
homeosztazisaban jatszik fontos szerepet [72]. Itt torténik a fehérjék szintézise,
foldingja, moédositasa, vagyis érése [73]. A szénhidrat-anyagcsere egyik enzime a
gliik6z-6-foszfataz is itt talalhatd, amely ¢hezés soran a gliikdztermelést teszi lehetdvé
[74]. A glikéz-6-foszfat oxidalodasanak ugyanakkor fontos szerepe van a lokalis redox
homeosztazis 1étrejottében [75]. A lipidanyagcsere szamos folyamata is az ER-hez
kotott, a foszfolipidek €s a koleszterin zome, valamint a triacilgliceridek és koleszteril-
észterek is itt termelddnek [76]. Itt talalhatok a biotranszformacio el6készitd fazisanak
fontos enzimei, a citokrom P450 monooxigenazok [77], valamint a masodik fazis

legfontosabb enzimei, az UDP-glukurozil transzferazok is [78].

1.3.1.1. Kalciumhomeosztazis

A kalcium az egyik legfontosabb mdasodlagos hirvivd a sejtekben. A kalcium-
jelatvitel rengeteg biologiai funkciot valthat ki, mint példaul fehérjeszintézist,

proliferaciot, szekréciot, génexpressziot, ATP-termelést, vagy akar apoptozist [79].

A legfontosabb kalciumraktarunk az endoplazmatikus retikulumban talélhato.
Nemcsak hogy nagy mennyiségben talalhat6 itt meg a kalcium, hanem gyorsan is
mobilizalhat6. Az aktiv transzportot a SERCA nevii pumpa végzi a citoplazmabol az
ER lumenébe, mely a PII tipusi ATP-az csalad tagja [80]. A kalcium ionok spontan
citoplazmaba aramlasa a RyR wvagy inozitol 1,4,5-triszfoszfat-receptor (IP3R)
csatornakon keresztiil torténik [81]. Az ER-stressz kivaltasanak egyik leghatékonyabb
¢és legelterjedtebben alkalmazott mddja a kalcium homeosztazis felboritasa a SERCA
gatlasa révén. gy hat pl. a thapsigargin nevii ER-stresszor. Ha pedig az ER-stressz
barmely okbol kialakul, ez tartés kalciumkiaramlédssal jar, ami az endoplazmatikus

retikulum miikodését tovabb rontja.
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1.3.1.2. Fehérjeszintézis és —érés

A fehérjék transzportja az ER-be a riboszomékon szintetizal6dd polipeptidek
egy részén megjelend amino-terminalis szignal szekvencianak koszonheté [82].
Ilyenkor egy SRP (,,signal recognition particle”) kotddik a riboszomahoz, mely az
MRNS-161 térténd transzlaciot leallitja, és a riboszomat a DER-hez kapcsolja [83]. A
transzlacio itt tovabb folytatodik, és a szintetizalddod fehérje a transzlokon csatornan
keresztiil bekeriil az ER lumenébe, ahol nativ konformacidja kialakul, valamint itt
torténnek a ko- és poszttranszlacios modosulasai is. Végiil az érett fehérje vezikularis

transzporttal jut tovabb a megfeleld helyre.

Szamos ER chaperon és enzim segit a szerkezeti és konformacios érés soran. Az
ER-ben zajlo protein folding jellegzetes részfolyamatai kozott emlithetd a szignal peptid
lehasitasa, az N-glikozilacio, a diszulfid hidak kialakitasa és a gliko-foszfatidil-inozitol
(GPI) horgony létrejotte [84].

1.3.1.3. Diszulfid hidak kialakuldsa

A diszulfid hidak, melyek a cisztein oldallancok tiol csoportjainak oxidaciojaval
keletkeznek, novelik a fehérjék stabilitasat. A tiol-diszulfid-oxidoreduktazok

katalizaljak a folyamatot, melyet tiol-diszulfid kicserélédésnek hivunk.

A PDI az ER protein diszulfid izomerdz csalad legjelentdsebb tagja, harom
folyamatot is katalizal; a tiol-oxidéciot (diszulfidképzddés), a diszulfidok redukciojat
(diszulfidhasitas), valamint a diszulfidok atrendezddését (diszulfidizomerizacid). Ez

utobbi két 1épés a rossz helyen képzddott diszulfidok esetében sziikséges [85].

A folyamatban részt vesz még az ERO1 (,,endoplasmic reticulum oxidoreductase
17) tiol-oxidaz flavoprotein is, melynek a {6 feladata az oxidativ kornyezet fenntartasa,

amit a nativ fehérje tioljairdl szarmazo elektronok oxigénre juttatdsaval biztosit.
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1.3.1.4. Fehérjeglikozilacio és mindségellendrzés

Az ER-ben a szintetizalodd fehérjék gyakran oligoszacharid lancokkal
egésziilnek ki, melynek a mindségellendrzésben van szerepe. Az N-glikozildcids
folyamat két f6 fazisbol all: a lipid-kotott oligoszacharidoknak a polipeptidek megfeleld
aszparaginil oldallancaihoz val6é kot6désébdl, valamint a fehérjekotott oligoszacharidok
szerkezeti modositasaibol. A lipid-kotott  oligoszacharidok szintézise az ER
membranjanak  mindkét oldalan  zajlik, melynek katalizisében specifikus
glikoziltranszferazok vesznek részt. Az oligoszacharidok kotédése a polipeptidlanchoz
amid csoporton keresztiil torténik az aszparaginil oldallancon [86]. A polipeptidlanc ily
modon oldatban tud maradni, valamint a nativ fehérjéhez lektinek tudnak kotédni, ami a

folding hatékonysagat noveli.

Az ER-ben a chaperonok [pl. Bip (GRP78)], lektinek (pl. kalnexin, kalretikulin),
valamint foldazok (pl. PDI) nem csak a fehérjeérés katalizatoraként miikodnek, hanem a
mindségellendrzésért is feleldsek Azokat a fehérjéket, melyek szerkezete eltér a nativ
konforméciotol felismerik, hozzakotddnek, és nem engedik tdvozni az ER lumenébdl,
amig a helyes konforméacio helyre nem allt. Amennyiben a megfeleld nativ konforméacio

kialakul, vezikularis transzporttal elhagyjak az ER lumenét.

Azok a fehérjék, amelyeket nem sikeriil kijavitani, végleges lebontasra
keriilhetnek az ERAD (,,endoplasmic reticulum-associated protein degradation”) nevii
folyamat soran. A javithatatlannak itélt polipeptidek retrotranszlokacioval a

citoplazmaba keriilnek, ahol ubikvitinalodnak és a proteoszomaban lebomlanak [81].

1.3.2. Az endoplazmatikus retikulum stressz
Az endoplazmatikus retikulum rengeteg esszencidlis funkcioval rendelkezd

intracellularis organellum, mely igen érzékenyen reagal a valtozasokra. A sejtet érd

stressz hatasok az UPR kaszkad aktivalodasat vonja maga utan. Az ER-t éré fontosabb
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stresszhatdsok: a kalciumhomeosztazis-, a redox statusz-, illetve a fehérjeglikozilacid

Zavara.

Az ER stressz hatdsara beinduldé adaptiv mechanizmus, az UPR, a felborult
egyensulyt probalja helyrehozni. A fehérjeszintézis ilyenkor csokken, az ER térfogata, a
chaperon termelés és az ERAD kapacitasa pedig n6. Ha a stressz lekiizdhetetlen, mert

helyrehozhatatlan hiba okozta, az UPR a sejt apoptozisat is kivalthatja.

1.3.2.1. Az UPR jelensége

Az UPR soran sok rosszul feltekeredett fehérje halmozddik fel az ER belsd
kompartmentjében, és ez harom fobb jelatviteli utvonal aktivalodasan keresztiil
valtoztatja meg a sejt mikodését. Az ER-stressz hdrom transzmembran receptora a
PERK (,,RNA dependent protein kinase-like ER kinase”), az ATF6 (,activating
transcription factor 6”), valamint az IRE-1 (,,inositol-requiring enzyme 1) [7, 87, 88].
Az UPR cellularis megjelenésének alapveté célja az ER homeosztadzisanak
helyreallitasa. Ezt a célt szolgalja a fehérjeszintézis gatlasa, valamint az ER chaperon
fehérjéinek ¢és selejt fehérjét kitiritd-lebontd rendszerének up-regulacidja, amely
helyreallitja a fehérjetermelés és -érés egyensulyat, és hatékonyabba teszi a rosszul
feltekeredett fehérjék eliminalasat [5]. A PERK, IRE-1 és ATF6 membranfehérjék
inaktiv allapotukban a Bip-hez (,,immunoglobulin heavy-chain-binding protein”) vagy

inicialjak a f6 ER-stressz titvonalakat [89].

Az |RE-1 aktivalodasa soran autofoszforildlodik. Ennek hatdsara az egyik
szubsztratja, az XBP-1 (X-box-binding protein) mRNS-ébdl kihasad 26 bazisparnyi
fragment, ami a hasitott forma (sXBP-1) szintézisét, és a DNS ,,UPR elemeihez
kotodését” okozza. Mindez a folding kapacitas megndvekedéséhez, valamint az ER
chaperonok és az ERAD indukcidjahoz vezet [90, 91].

Ezen az ttvonalon, IRE-1 autofoszforilacidjanak hataséara aktivalodik a JNK is
(lasd INK fejezet).

Az aktiv ATF6 a Golgihoz transzlokalddik, és proteolizissel felszabadul a

citoplazmai doménje, mely transzkripcids faktorként miikddik. Ez a transzkripcids
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faktor az ,,ER stress response” elemeihez kétédve ER chaperonok, valamint a CHOP
[,,C/EBP (CCAAT/enhancer-binding protein) homologous protein”], vagy mas néven
GADD153 (,,growth-arrest and DNA-damageinducible protein”) indukciojat okozza.

A PERK ER stressz hatasara szintén autofoszforilalodik és foszforilalja a szerin
51-en az elF2a-t (eukariota iniciacios faktor 2a), amivel csokkenti az altalanos
fehérjetranszlaciot. Ez a transzlacio gatlas az ATF4 transzkripcios faktor szintézisének
fokozodasat okozza, mely a CHOP/GADD153-t indukalja [44]. Bizonyos tanulméanyok
szerint a magas glikozszint aktivalja az EROla-t, ami a PDI-n (Protein Diszulfid
Izomeraz) keresztiil oxidalva fehérjetiolokat, a diszulfidhidak kialakitasaban jatszik
fontos szerepet. Igy tehat az ERO1a indukcidja és/vagy aktivalodasa elésegiti az inzulin
bioszintézisét is [44].

Az ER-stressz valasz fobb szerepe az ER folding kapacitas erdsitése a fehérje
transzlacio mérséklésével, valamint a rosszul feltekeredett fehérjék degradacidja. Ha

ezzel nem allithatd helyre az ER homeosztazis, akkor apoptozis fog fellépni.
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4., abra: Az UPR harom fobb utvonala

Az UPR (,Unfolded Protein Response”) sordn a rosszul feltekeredett fehérjék
endoplazmatikus retikulum stresszt indukdlhatnak, mely hdarom utvonalon aktivalédhat:
a PERK (,RNA dependent protein kinase-like ER kinase”), ATF6 (,,activating
transcription factor 67), valamint IRE-1 (,,inositol-requiring enzyme 1”). Ezen
membranfehérjék inaktiv allapotukban a Biphez, vagy mas néven GRP78-hoz kotédnek.
Stressz soran a Bip ledisszocial, és beindulnak a stressz utvonalak. Ha az ER
homeosztdazisa nem hozhato helyre, a folding kapacitas erdsitésével, akkor a sejt

apoptozissal elpusztul [92].

A CHOP, mely mindharom jelpalyadn keresztiil indukalddhat, proapoptotikus
iranyban befolyasolja a Bcl-2 csalad tagjainak (Bcl-2, Bim, PUMA, NOXA)
expressziojat [93]. A CHOP szabalyozza a GADD34 expressziot is, ami a PP-1-el
(,,protein phosphatase 1) asszocialodva negativ visszacsatolasként defoszforilalja az

elF2a-t, vagyis a transzlaciot altalanosan fokozza, mellyel az apoptdzis iranyaba tolja el
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a folyamatokat [94]. A CHOP emellett aktivalja az EROIl-et is, mi pedig
kalciumkiaramlast eredményez.

Az IRE-1 utvonalon stressz kinazok aktivalodnak, mint példaul a INK, p38 vagy
az IKK, melyek apoptozist indukalhatnak, tobbek kozott a prokaszpaz-12 hasitdsanak

indukalasaval.

1.3.3. INK

A c-Jun N-terminalis kinaz (JNK), mely a mitogén aktivalt protein-kinaz
(MAPK) csalad tagja, egy stressz-aktivalt kinaz. Harom izoformaja van: JNK1, JNK2,
JNK3, melyeket jnkl, jnk2 és jnk3 gének kodoljak. A jnkl és jnk2 gén minden
sejtiinkben expresszalodik, mig a jnk3 leginkabb csak az agyban, szivben ¢és a
gonadokban [95].

A JNK jelatviteli Gtvonal féként metabolikus stimulusok, citokinek (pl. TNFa),
gliikokortikoidok, szabad zsirsavak (FFA) és kornyezeti stressz, valamint ER-stressz
hatasara aktivalodik [96, 97]. A JINK-nak mint a MAPK csalad tagjanak a
sejtproliferacidban, ttlélésben €s DNS-hibajavitasban szabalyozd szerepe van, mivel
szamos transzkripcids faktort foszforilal (pl. c-Jun, p53) [95]. In vivo kisérletekben
igazoltak, hogy mig a JNK1 foszforilalni képes a c-Jun-t, addig a JNK2 nem, s6t akar
gatolni is tudja. Az in vitro kisérletek azonban inkabb azt mutatjdk, hogy ugyanaz a
hatasa mindkét altipusnak [98].

A INK kulcsszereplé az elhizas és a 2-es tipust diabétesz kialakulasaban. A
JNK kiilonb6z6 oldallancokon képes foszforilalni az IRS-1-et, ezek koziil a Ser307-es
oldallancon (ragcsalokban Ser307, human sejtekben Ser312) torténdé foszforilacionak
Kiemelt szerepe van az inzulinrezisztencia és a [-sejtek diszfunkcidjanak
kialakulasaban. Amennyiben az IRS-1 szerin oldallancon foszforilalodik, csokken az
inzulin altali IRS-1 tirozinfoszforilacié. A JNK a tultaplalast kovetkezményeként tobb
modon is aktivalodhat. Az elhizas kovetkeztében megemelkedik a szabad zsirsavszint,
€s ez a lipotoxicitas szintén elésegiti az IRS-1 Ser307-foszforilaciot. A JNK interacting
proteinek (JIP) panyvazofehérjéi a kiilonbozé JNK izoformaknak, és meghatarozzak

azok kindz aktivitasat. Példaul a JIP-1 kititése, hasonlo tlineteket produkal egerekben,
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mint a JNK1 hianya. Csékken a JNK-aktivacio, és né az inzulin iranti érzékenység [99].
A dolgozatban leirt kisérletekben alkalmazott BI-78D3 nevii hatéoanyag a JIP-1-JNK
kotodést akadalyozva gatolja a INK aktivalodasat [100]. A Streptomyces griseolus altal
termelt antibiotikum, az anisomycin pedig a JNK altalanosan alkalmazott (ER stressztol
fiiggetlen) aktivatora [101].

A JNK inzulinrezisztencia kialakuldsdban betoltott szerepe ma mar sokszorosan
bizonyitott. A nem-alkoholos zsirmaj (NAFLD) olyan metabolikus zavar, mely
elhizassal és inzulirezisztenciaval jellemezhetd. A tulzott kaloriabevitel elsd 1épésként
egyszerl szteatozist okoz, ezutdn masodik 1épésként, amikor ehhez mar oxidativ stressz
is jarul, okoz gyulladast. A JNK aktivalodasa a NAFLD kialakulasat is el6segiti. Magas
zsirtartalma diétan tartott egerekben a JNK erdsen aktivalodott a maj-, zsir-, és
izomsejtekben. A vad tipusu egerek kezelése elhizashoz vezetett, de a jnk1 knock out
egerekben ilyet nem észleltek, st naluk csokkent az IRS-1 szerin307-foszforilacio, és
n6tt az IRS-1 tirozinfoszforilacidja [102].

A INKl1-deficiencia két kiilonb6z0 elhizasi egér modellben is novelte az
inzulinérzékenységet [103]. Mindez megerdsiti azt, hogy a JNK fontos farmakologia
célpont lehet eclhizas ¢és inzulinrezisztencia esetében [104, 105]. Szamos inhibitor
novelte az inzulinérzékenységet, és gliikoztoleranciat db/db diabéteszes [100, 106, 107]
és HFD ("high fat diet") [108] egérmodellben. A JNK aktivitasat a diabéteszes terapiak
soran széles korben hasznalt metformin is csokkentette [109]. A JNK egy masik
specifikus inhibitora az SP600123, mely csokkenti az oxidativ stressz kovetkeztében
fellépd lipotoxicitast, valamint a gliikolipotoxicitast B-sejteknél [110]. Habar néhany
tanulmany megkérddjelezi a JNK pro-apoptotikus szerepét [111] a [-sejtek
lipotoxicitasaban, a JNK-gatlok tovabbra is igéretes antidiabetikus hatdanyagoknak
tekintend6k [112-114]. Szerepiik tumorndvekedés [115] és autofagia szabalyozas [116]

szempontjabol is egyre inkabb eldtérbe kertil.
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1.4. Metformin

A metformin a biguanidok csaladjaba tartozo6 antidiabetikus hat6anyag.

metformin
NH NH
HEC\ )J\ )J\
N N
| H
CH,

Inzulinrezisztencia megjelenésekor adhaté a 2-es tipust diabétesz kialakuldsanak
megeldzése céljabol, vagy a mar kialakult cukorbetegség esetén a vércukorszint
csokkentésére. A metformin noveli az inzulin irdnti érzékenységet a periférias szovetek
glilkézfelvételének fokozasaval, valamint a méj gliikdztermelésének csokkentésével,
mikdzben a plazma inzulinszintjét is mérsékli [117]. Gatolja a glilkoneogenezist a
mitokondrialis glicerofoszfat-dehidrogenaz gatlasaval [118]. Ezen antidiabetikus
hatasait az AMP-fliggd protein-kindz (AMPK) aktivalasan keresztiil fejti ki. Gatolja
ugyanis a mitokondrialis 1égzési lanc elsé komplexét, a NADH-KoQ-reduktazt, ¢s igy
csokkenti az ATP-szintézist [119]. Az AMPK aktivaldsa raadasul csokkenti a

kardiovaszkularis megbetegedések kockazatat is [117].

A metforminr6l nemrég kimutattak, hogy NIT-1 inzulindma sejtekben csokkenti
a klasszikus ER-stresszor thapsigarginnal kivaltott JNK-foszforilaciot, és egyben a
kaszpaz-3 hasitasat is [120]. HepG2 sejtekben pedig azt talaltak, hogy a metformin
fékezte a palmitattal kivaltott IRS-1 Ser307-foszforilaciot, és csokkentette a palmitattal
kezelt HepG2 sejtek apoptozisanak mértékét is [121]. A hatdanyag lipotoxicitas és
lipoapoptozis elleni védd hatasat azonban B-sejtekben, illetve inzulindma sejtvonalon
nem vizsgaltak, és ugyancsak tisztazatlan, hogy miként befolyasolja a [-sejtekben

zsirsavak hatasara kialakuld ER-stresszt, illetve UPR-t.

Szazezer metformint szedd beteg koziil haromban 1ép fel a biguanidkezelés
egyik legjelentdsebb mellékhatasa, a tejsavas acidozis [122]. Ennek kimenetele stlyos,
akar haldlos is lehet. Mivel a metformin-asszocidlt tejsavas acidozis (MALA)
gyakorisagat és kockazatat vese-, tiido-, és szivbetegségek jelentdsen fokozzak, ilyen

esetekben a metformin szedése nem javallott [11, 123]. Fontos tehat az
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inzulinrezisztencia és a B-sejtpusztulas ellen védo, ) gydgyszermolekulak fejlesztése a

diabétesz minél hatékonyabb és biztonsagosabb kezelése céljabol.

1.5. Kinazgatlok és jelterapia

Az értekezésben leirt munka soran vizsgalt inhibitor molekulakat a Vichem
Chemie Research Ltd. (Budapest) gyartotta, és sajat EVL konyvtarukat hasznaltak JNK-
inhibitorok  keresésére. Két olyan molekulacsaladot azonositottak, amely
gyogyszerfejlesztés szempontjabol igéretes, €s ezért optimalizalasara érdemes. Az 1.
tablazatban szerepld vegyiiletekrdl irodalmi adatok alltak rendelkezésre, és ezeket
kisérleteinkben referenciamolekulaként hasznaltuk.

A bisz-fenilamino-pirimidinek (az 1. tablazatban 1, 2 és 3) nanomolos 1C50
értékkel bird INK-gatlok, melyek szintézisének altalanos modszertana jol kidolgozott
[124]. A csalad reprezentativ tagja apazopanib multitarget receptor-tirozin-kinazgatlo,
amely vese karcinomaban ¢és lagyszoveti szarkomaban gatolja az angiogenezist [125].
Koriilbeliil 32000 vegyiilet talalhato a SciFinder-ben, amelynek van bisz-fenilamino-
pirimidin magstrukturdja és ezek esetében 610 bioldgiai hatast publikaltak 1776
cikkben, beleértve 353 Osszefoglalo kozleményt. Mindez mutatja, hogy az ilyen
kozponti szerkezetii hatdanyagok intenziv kutatas targyat képezik.

A masik vegyiiletcsoportba a 2,6-diszubsztitualt 7-oxo-pirido-[2,3-d]pirimidinek
(WO002064594) (az 1. tablazatban 4, 5 és 6) tartoznak, melyek p38 MAPK-inhibitorok
(nanomolos ICsp) és JNKI1-gatlok (mikromolos tartomanyban). Ennek az egymagos
csaladnak legkiemelkeddbb tagja a palbociclib (Pfizer) (PD-0332991), amely szelektiv
CDK4- és CDK6-gatlo, és melyet — aletrozollal egyiitt — nemrégiben a Food and Drug
Administration (FDA) jovahagyott olyan postmenopauzas nék terapidja szamara, akik
Osztrogén-receptor pozitiv, valamint HER2 (huméan epidermal ndvekedési faktor
receptor 2) negativ mellrakban szenvednek. A pirido[2,3-d]-pirimidin-7-egymagvu
vegyitiletekre iranyuld SciFinder keresés 9123 szarmazékot eredményezett, melyek 681
publikacidban szerepelnek, beleértve 27 dsszefoglald kozleményt.

A kinazgatlok tesztelése soran a Vichem uj pirido-[2-3d]pirimidin-7-egymagv

vegyiileteket tervezett és szintetizalt (2. tablazat), igy végiil 6sszesen 57 molekula
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hatasat tanulmanyoztuk. A szerkezeti és biologiai adatok kezelés¢hez Instant JChem
szoftvert hasznaltak [126].
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2. Célkituzések

Mivel a 2-es tipusu cukorbetegségben szenvedd betegek szama folyamatosan nd,
fontosak azon kutatdsok, melyek a betegség gyogyszeres kezelésére iranyulnak. A
célzott jelterapias eljarasok egyre inkabb tért hoditanak. Erdekldésiink kozéppontjaban
a B-sejtekben kialakuld lipotoxicitas €s lipoapoptozis allt. Ennek vizsgalatara alkalmas
sejtes modellrendszerben kivantuk tanulmadnyozni az ismert antidiabetikum, metformin
protektiv hatdsat, illetve ezzel Osszefiiggésben az ER-stressz esetleges gatlasat. E
kisérleteinkhez RINmSF patkdny izulindbma sejteket hasznéltunk, melyekben a

lipotoxicitast albuminhoz konjugélt palmitat segitségével valtottuk ki.

Kiemelt figyelmet forditottunk a JNK-aktivaci6 ¢és a részben ennek
kovetkezményeként kialakuld IRS-1 Ser307-foszforilacid jelenségére, ami az inzulin-
jelatvitel zavarat és a B-sejtek karosodasat eldidézé egyik legfontosabb tényezd. A
metformin hatasainak tanulmanyozasa mellett, a [-Sejt-lipotoxicitas modell
felhasznalasaval célzottan e mechanizmus gatldsara alkalmas vegyiiletek kifejlesztését
tiztik ki célként. A tesztelni kivant gyogyszerjelolt kinazgatlok eldzetes
szelektalasdhoz HEK293 human vese sejteket hasznaltuk, és ennek soran az IRS-1

Ser307-foszforilaciot a JNK anisomycin altali aktivalasaval provokaltuk.
Munkénk soran tehat alabbi specifikus célokat kivantuk elérni:

e Kideriteni, hogy védi-e a metformin a B-sejteket lipotoxicitas és lipoapoptozis
ellen.

o Feltarni, hogy befolydsolja-e a metformin a B-sejtekben kifejtett lipotoxicitas
soran fellépd UPR részjelenségeit.

e Azonositani olyan gyogyszerjelolt molekuldkat, amelyek a lipotoxicitas hatasara
er6sodé IRS-1 Ser307-foszforilacié hatékony gatlasa révén antidiabetikus

hatéanyagok kifejlesztésének alapjaul szolgalhatnak.
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3. Modszerek

A tenyésztomédiumot és kiegészitd anyagokat a Life Technologies-tdl rendeltiik.
A metformint a Vichem Chemie LTD adta; a palmitat, zsirsav-mentes borju szérum
albumin, thapsigargin, anisomycin ¢s BI-78D3 a Sigma Aldrichtol szdrmazott. Az

Osszes felhasznalt reagens analitikai mindségii volt.

3.1. Sejtkultirak fenntartasa és kezelése

HEK293 human veseeredetli fibroblaszt sejteket DMEM médiumban
novesztettiink, mely tartalmazott 4,5 g/l D-gliikézt, L-glutamint, valamint adtunk hozza
10% FBS-t és 1% antibiotikum/antimikotikumot. A sejteket 37 °C-on és 5% CO,-

koncentracio mellett tenyésztettiik.

A tenyészetet anisomycinnel (50 ng/ml), BI-78D3-al (50 uM) és
kindzinhibitorokkal (10 uM) kezeltik 30 percig, miutan hatlyukt plateben
felnovesztettiik 6ket 70-80%-os konfluenciara. Ezutan a sejteket felkapartuk a
tenyésztéedény aljardl, és fehérjéiket lizispufferben készitettik elé a Western blot

vizsgalatokhoz (lasd lejjebb).

A RINmSF patkény inzulindéma sejtvonalat (ATTC) flaskdban ndvesztettiink 37
°C-on, 5%-0s CO,-koncentracidé mellett. A sejtek médiuma RPMI 1640, mely tartalmaz
2 mM L-glutamint, natrium-bikarbonatot, 4,5 g/ gliikozt, 10 mM HEPES-t, valamint 1
MM natrium-piruvatot, melyet  kiegészitettink 10%  FBS-el ¢és 1%

antibiotikum/antimikotikummal.

A sejteket 500 uM palmitattal és 10 uM, illetve 100 pM metforminnal vagy 10
uM kinazinhibitorral kezeltikk 8 oran keresztiil 70-80%-0s konfluencia szint mellett
hatlyuku platekben Western blot analizis céljabol. A palmitatot zsirsavmentes BSA-hoz
konjugaltuk 3:1 ardnyban 37 °C-on 1 6ran at a kezelést megel6zden. A kontroll minta

azonos mennyiségii BSA-t kapott palmitat hozzdadasa nélkiil.
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3.2. Eletképesség vizsgalata

A sejtek életképességét tripankék-kizaras segitségével vizsgaltuk. A médiumot
begytjtottik, majd az adherens sejteket tripszin segitségével szedtik le a lemezek
falarol. A 0,25%-0s Tripszin-EDTA oldatot PBS segitségével szazszorosra higitottuk a
RINmSF sejtek érzékenysége miatt. Az igy kinyert sejtszuszpenziot 5 percig 200 x g-n
37°C-on centrifugaltuk. A sejt pelletet Ujraszuszpendaltuk 200 pl friss médiummal,
majd ebbdl 10 ul -t elkevertiik 10 ul 0,4% tripankék oldattal, amibdl végil 10 pl-t
pipettaztunk a targylemezre. Az €16 (tripankéket kizard) és halott (tripankéket felvett)

sejtek szamlalasat automata sejtszamléaloval végeztiik (Invitrogen).

3.3. Apoptozis és nekroézis vizsgalata

Az apoptozis és nekrozis vizsgalata Annexin-V-Fluos Staining Kit (Roche)
segitségével tortént fluoreszcens mikroszkopia alkalmazasaval. A foszfatidil-szerint
prezentalo, igy annexint adszorbealé apoptotikus sejtek zold fluoreszcencia, mig a
propidium-jodidot felvevé nekrotizald sejtek piros fluoreszcencia alapjan azonosithatok.
A duplan jelolédo (pirosan és zolden egyarant fluoreszkald) sejteket nekrotikusnak
tekintettiik. Kisérletenként legalabb 1000 sejtet szamoltunk le, majd a kapott
eredményekbdl apoptdzis indexet, valamint nekrozis indexet szamoltunk (apoptotikus

vagy nekrotikus sejtek / dsszes sejt x 100).

3.4. Western blot analizis

A sejteket kétszeres PBS mosast kdvetden lizaltuk. A 1izal6 oldat 0,1% SDS-t, 5
mM EDTA-t, 150 mM NaCl-t, 50 mM Trist, 1% Tween 20-at, 1 mM NazVO4-0t, 1 mM
PMSF-et, 10 mM benzamidint, 20 mM NaF-t, 1 mM pNPP-t és proteazinhibitor koktélt
tartalmazott. A mintékat -20 °C-on taroltuk, majd felhasznalasukkor 10 percig 10000 x
g-n 4°C-on centrifugaltuk. A fehérjekoncentracié mérése Pierce BCA Protein Assay Kit

(Thermo Scientific) segitségével tortént.
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A lizdtumokbdl 50 pg fehérjét tartalmazé mennyiségeket loadoltunk, majd
Poliakrilamid Gélelektroforézist (PAGE) kovetden Western blottal vizsgaltunk. Az
elektroforézishez 10 illetve 12%-os SDS gélt hasznaltunk. A fehérjéket PVDF
membranra (Millipore) transzferaltuk. Az elsédleges antitestekkel térténd inkubacio
egész ¢éjszaka 4 °C-on, mig a masodlagos antitestekkel torténd inkubacid 1 oOrdig
szobahOmérsékleten tortént 1%-os tejben. A fehérjekoncentraciok egyenletes felvitelét
B-aktin antitesttel ellendriztikk, amihez tormaperoxiddaz (HRP)-konjugalt kecske
poliklonalis anti-B-aktin (Santa Cruz, sc-1616) antitestet hasznaltunk 1:1,000
higitasban.

Elsédleges antitestek: nyGl anti-P-Ser(307) IRS-1 (A7120) Assay
Biotechnology-t6l, nytl anti-P-Thr(183)/Tyr(185)-JNK (#9251S), nyul anti-P-elF2a
(#9721L), nyul anti-elF2a (#9722S), nyual anti-P-c-Jun (#9261S), nyul anti-c-Jun
(#91658S), nyul hasitott caszpaz-3.(#9661) Cell Signalingtol; nyul anti-CHOP (sc-575),
kecske anti-GRP78 (sc-1050), nyul anti-PDI (sc-20132) Santa Cruztol. Masodlagos
antitestek: kecske anti-rabbit 1gG-HRP (sc-2004), szamar anti-goat 1gG-HRP (sc-2020)
Santa Cruztol. A HRP-t kemilumineszcencidval vizsgaltuk Western Lightning Plus-

ECL (Perkin Elmer) segitségével.

3.5. XBP-1 mRNS hasitasanak vizsgalata

A sejtekb6l RNeasy Plus Mini Kit (Quagen) segitségével total RNS-t izolaltunk.
Az RNS-mintak (0,5-1 pg) reverz transzkripciojaval RT-PCR Kit SuperScript 111 fist-
strand Synthesis System (Invitrogen) hasznalataval cCDNS-t allitottunk eld. A hasitott és
hasitatlan XBP-1 szekvencidk (421 és 447 bp) PCR-el lettek felsokszorositva
SY121041268-007 XBP-1 sense (patkany) és ST00450236-001 XBP-1 antisense (egér,
patkany) primerekkel (Sigma) iProof High-Fidelity DNS Polimerdz Kit (Bio Rad)
segitségével. A PCR-fazisok a kovetkezok voltak: elokészitésként 98 °C, 3 perc; majd
30 cikluson at 98 °C, 10 masodperc; 57 °C, 30 masodperc és 72 °C, 15 masodperc;
végiill 72 °C, 10 perc. A PCR-termékeket PEG-precipitacioval tisztitottuk, és
koncentracioikat Nanodrop 1000 Spektrofotométer (Thermo Scientific) segitségével

hataroztuk meg.
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A hasitott XBP-1 szekvenciabol hidnyzik egy Pstl-hasitasi hely, ami a
hasitatlanban jelen van. Ezért a két véltozat hatékonyabb és konnyebben értékelhetd
elkiilonitése céljabol a tisztitott PCR-termékeket (200 ng) FastDigest PStl-gyel (Thermo
Scientific) restrikcids endonukleazzal inkubaltuk 30 percig 37 °C-on a gyartd utasitasai
szerint. A hasitatlan XBP-1 szekvenciak 2 fragmenst (153 és 294 bp) eredményeznek,
mig a hasitott valtozat nem vagodik el [127]. A Pstl-gyel kezelt PCR-termékek azonos
mennyiségeit (250 ng) agar6z gélelektroforézissel (1,5%-os) valasztottuk el, és a

fragmenseket etidium-bromid segitségével tettiik lathatova.

3.6. Statisztikai modszerek

A Western-blotok eredményeit Image Quant 5.2-es program segitségével végzett
denzitometraldssal szamszertsitettilk. Az adott kép hatterének levondsa utan kapott
szdmokat minden esetben egy referenciafehérje denzitdsdra normalizaltuk. A
parhuzamos mérések eredményeib6l atlagot és szorast szamitottunk, a statisztikai
szignifikancia vizsgalatot ANOVA ,,Tukey’s multiple comparison post hoc test”-el
végeztiik. A 0,05 alatti P értékeket tekintettiik szignifikans kiilonbségnek.
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4. Eredmények

4.1. Palmitat indukalt apoptozis RINmSF sejtekben

A metformin lipotoxicitassal szembeni véd6hatasat RINm5F patkany inzulindma
sejtvonalon kivantuk vizsgalni, ezért eldszor beallitottuk a palmitat kezelés optimalis
id6tartamat. Az albuminnal konjugalt palmitatot 500 uM-os koncentracioban adtuk a
sejtekhez azon tanulméanyok alapjan, melyek ugyanezt a sejtvonalat hasznaltdk a
lipotoxicitas vizsgalatahoz [128]. A sejtek életképességét a tripankék-kizarasos modszer

segitségével szdmszerisitettiik (5. dbra).

Az elsd hat ordban nem tortént szignifikdns eltérés a sejtek viabilitdsdban; az
¢letképes sejtek aranya csak 8 orandl kezdett jelentOsen csokkenni. 24 ora elteltével
azonban a palmitatkezelt sejtek 75 %-a elpusztult, mig a kontroll (kezeletlen) sejtek

¢letképessége gyakorlatilag a kiindulasi értéken maradt (5. abra).

E méréseink — szamos sejtvonalon [129-131] és mas sejttipusokon [132-134]
végzett munkdkkal 6sszhangban — azt mutattak, hogy a korai lipoapoptozist 6-8 6ras

kezelésekkel érdemes vizsgalni.

A sejtek pusztuldsat tovabb tanulmanyoztuk az apoptézis és a nekrozis
megkiilonboztetésével, amihez Annexin-V-Fluos Staining Kitet és fluoreszcens
mikroszkopiat hasznéltunk (6. dbra). 500 uM-0s palmitat kezelésnél 6 ora elteltével
kozel megharomszorozodott az apoptdzis index (a palmitatkezelt sejtekben 11,2%-ra
nétt a kontrollban észlelt 4,4%-hoz képest; p < 0,001; n = 3). Onmagéaban adva a
metformin nem fejtett ki hatdst a sejteken, azonban palmitatkezelt sejteknél mind 10
uM, mind 100 uM-0s koncentracidban szignifikansan csokkentette az apoptozist
egészen a kezeletlen kontroll szintjére. Ugyanakkor sem a palmitatnak, sem a

metforminnak nem volt hatésa a sejtek nekrdzisanak mértékére (6. abra).
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5. abra: Sejtek életképességének vizsgalata

RINmSF patkany inzulinoma sejteket palmitattal kezeltiik (500 pM), majd tripankék
kizarasa alapjan ellendriztiik az életképességet 0, 4, 8, 12, 16, 20 és 24 oranal. Az
életképességet az él6 sejtek/Osszes sejt aranya szerint dbrazoltuk. Az dabra hdrom
kisérletb6l szamitott dtlag és szérds értékeket mutat. A szignifikancia értékek: *P<0,05,
°P<0,01, °P<0,001 a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva. Szignifikans kiilonbséget 8h-nal

tapasztaltunk eloszor, és a sejtek 75%-a 24 ordndl elpusztult.

4.2. Metformin hatasa a palmitat altal indukalt ER-stresszre

Az ER-chaperonok indukalasa jellemz6 velejaroja az UPR jelenségének, ezért az ER-
stressz gyakran alkalmazott markerének tekinthetd. Kisérleteinkben két {6 ER-
chaperont vizsgaltunk lipotoxicitas soran Western blot segitségével (7. abra). Mind a

GRP78 vagy masik nevén BiP, mind a PDI mennyisége megnétt a palmitatkezelt
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mintakban a kontrollhoz képest, ami azt mutatja, hogy a lipotoxicitds ER-stresszel jart a
sejtekben. Metformin egyidejii alkalmazasa mindkét chaperon fehérje indukciojat
csokkentette, és 100 uM-0s metformin kezelés hatdsara mindkét chaperon mennyisége a

kontroll szintjén maradt (7. dbra).
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6. abra: Apoptozis és nekrozis index RINmSF patkény inzulindma sejtvonalon

RINmSF  patkany inzulindma sejteket  kezeltiink palmitattal (500 uM) illetve
metforminnal (10 &M, 100 uM) 70-80%-o0s konfluencia mellett. A kezelési idd 6 ora
volt. A fluoreszcens mikroszkopizalashoz Fluo-V-Staining Kit-et hasznaltunk, mely
soran Annexint, valamint Propidium-jodidot adtunk a mintakhoz. Annexin segitseégével
az apoptozist tudtuk detektalni (z6ld szin), propidium jodid segitségével pedig a
nekrozist (piros szin). Az abra harom kisérletbol szamitott datlag és szoras értékeket

mutat. °P<0,001 v.s. kezeletlen kontroll; ***P<0,001 v.s. palmitdtkezelt.

42



DOI:10.14753/SE.2017.2218

4.3. A PERK ttvonal vizsgalata

Az UPR soran aktivalodé PERK az elF2a foszforilaciojaval csokkenti a sejtek
altalanos transzlacios aktivitasat. A részjelenség vizsgalatat Western blot segitségével
végeztiik RINmSF patkany inzulindma sejtvonalon, melyhez specifikus P-elF2a elleni

antitestet hasznaltunk (8.4abra).

A foszforilalt el[F2a mennyisége hozzavetélegesen haromszor nagyobb volt a
kezelt mintdkban, mint a kezeletlenekben, mely jol mutatja a PERK aktivalodasat a
lipotoxicitas 4altal kivaltott UPR részjelenségeként. 10 pM-os metformin kezelés
esetében mar csokkent a foszforildcid mértéke, és még erdsebb hatds volt megfigyelhetd
a 100 uM-os metformin kezelést kovetden. Ezeknél a mintaknal sem maradt el teljesen
az elF2a foszforilacidja, azaz a kontrolléhoz képest kétszeres aktivalodast lattunk (8.
abra). Az elF2o—foszforilacio az ATF4 termelddésén keresztiil a CHOP proapoptotikus
fehérje termelddését is serkenti. Az elF2a foszforildcidjanak csokkentésével
Osszhangban, az egyideji metformin kezelés mérsékelte a palmitat indukalt CHOP-
indukciot is (9. abra).

Majdnem 30-szoros CHOP-indukcio volt megfigyelheté a palmitatkezelt sejtek
esetében a kontrollhoz képest. Ezt a jelentés CHOP-indukciot a metformin egyidejli
alkalmazasa azonban koncentraciofiiggd mértékben gatolta: koriilbeliil a felére csokkent
10 uM-os metformin kezelés hatasara, és szinte a kontroll szintjén maradt 100 uM-0s
metformin kezelést esetén, ahogy a Western blot analizis eredménye mutatja (9. 4bra).
A CHOP-indukcid visszaszoritasa mellett, az apoptozis kivédésének masik jeleként, a
kaszpaz-3 aktivalodasanak csokkenése — vagyis a hasitott kaszpaz-3 fehérje
mennyiségének kisebb mértékli emelkedése — is megfigyelhetd volt a metformin
hatasara (9. abra). Habar a kaszpaz-3 a metforminnal kezelt sejtekben is kimutathato, az
aktivalodas a gyogyszer koncentraciojatol fliggé — igaz, a CHOP-indukcié gatlasanal

kisebb — mértékben csokkent.
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7. abra: ER chaperonok, GRP78 és PDI indukcidja

RINmSF patkany inzulinoma sejteket kezeltiink palmitattal (500 uM) énmagaban, vagy
metforminnal (10 &M, 100uM) egyiitt 70-80%-o0s konfluencia mellett. Mindkét chaperon
indukciojat Western blot segitségeével detektaltunk 8 oras kezelési ido utan. A fenti abra
hdarom fiiggetlen kisérlet egy jellemzd eredményét mutatia. A denzitdsokat a f-aktinéra
mint referencia proteinre normalizaltuk, majd dtlag és szoras formajaban abrazoltuk. A
palmitatkezelt mintik normalizalt denzitdsat tekintettiik 100%-nak. bP<0,01, ‘P<0,001

v.s. kezeletlen kontroll; ***P<0,001 v.s. palmitatkezelt.
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8. abra: elF2a-foszforilacio

RINmSF patkany inzulinoma sejteket kezeltiink palmitattal (500 uM) onmagaban,
valamint metforminnal egyiitt (10 uM, 100 uM) 70-80%-0s konfluencianal. Az elF2«a
foszforilaciot Western blot analizissel vizsgadltuk 8 oras kezelési ido utdan. Specifikus
ellenanyagokkal detektaltuk mind a foszforilalt, mind a teljes elF2a fehérjét, ezek
mennyiségét pedig a , band’-intenzitisok alapjan becsiiltiik. A fenti dabra hdrom
fliggetlen kisérlet egy jellemzo eredményét mutatjia. A denzitasokat a foszforildalatlan
elF2a értékekre mint referenciara normalizaltuk, és atlag + szords formaban, a
palmitatkezelt mintak értékeit 100%-nak tekintve dabrazoltuk. aP<0,05,bP<0,01 V.S.
kezeletlen kontroll; **P<0,01 v.s. palmitatkezelt.
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9. abra: CHOP-indukci6 és kaszpdz-3-hasitas

RINmSF patkany inzulinoma sejteket kezeltiink palmitattal (500 uM) oénmagaban,

valamint metforminnal (10 &M, 100 uM) egyiitt 70-80%-0s konfluencia mellett. A

CHOP és hasitott kaszpaz-3 vizsgalata Western blot analizissel tortént 8 oras kezelési

idot kovetoen. A fenti abra harom fiiggetlen kisérlet egy jellemzo eredményét mutatja. A

p-aktin referenciafehérjére normalizalt relativ denzitasok atlagat és szordsat ugy

abrazoltuk, hogy a palmitatkezelt mintik relativ denzitdsat tekintettiik 100%-nak.
°P<0,001 v.s. kezeletlen kontroll; ***P,0.001 v.s. palmitatkezelt.
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4.4. Az IRE1 utvonal vizsgalata

Az IREl-aktivacio kozvetlen kovetkezménye és jol detektalhato markere az
XBP-1 mRNS-ének jellegzetes ,,spliceing”-ja, melynek soran az IRE1 egy 26 bp-nyi
szakaszt vag ki a nukleinsav-szekvenciabol. A jelenséget az RT-PCR-rel amplifikalt
CcDNS-szakasz endonukleazzal végzett emésztését kovetd agardz gél-elektroforézisével
lehet jol lathatova tenni. Az UPR részjelenségének tekinthetd specifikus kivagddas,
varakozasunknak megfeleléen a palmitatkezelt sejtekben is végbe ment, csakiigy, mint a

thapsigarginnal kivaltott ER-stressz (pozitiv kontroll) esetében (10. abra).

Metformin hatasara jol lathatdé mértékben ndtt a hasitatlan XBP-1 mRNS
mennyisége, ami a hatéanyag koncentraciofiiggd gatlé hatasat mutatja a palmitat altal
indukalt IRE-1-aktivaciéo vonatkozasaban is. Kétségtelen, hogy a hasitott mRNS a
metforminnal egylitt inkubdlt és a csak palmitattal kezelt sejtekben hasonld
mennyiségben van jelen, ami azt mutatja, hogy a gyoégyszermolekula viszonylag kis

hatékonysaggal gatolja az UPR IRE-1 agat (10. abra).

A INK-foszforilacid szintén az aktivalodott IRE-1 kozvetitésével fokozodik ER-
stresszben. Az aktivalt JNK két legfontosabb szubsztratja a c-Jun és az IRS-1 fontos
szerepet jatszanak az apoptozis, valamint az inzulinrezisztencia kialakuldsaban. A JNK
izoformak (JNK1 és JNK2), illetve a c-Jun és az IRS-1 foszforilaciojat Western blot
segitségével detektaltuk, melyhez a foszforilaciora specifikus ellenanyagokat
hasznaltunk (11. abra). Erés JNK-aktivacid volt megfigyelhetd a palmitattal kezelt
mintdk esetében, mely hatast a metformin koncentraciofiiggd modon gatolt. Az XBP-1
MRNS-hasitadshoz hasonléan azonban itt is azt észleltiik, hogy az aktivalodas nem

crer

csokkenést eredményezett a P-JNK szintje esetében (11. abra).
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10. abra: IRE1-fiiggd XBP-1 mMRNS-hasitas

RINmSF patkany inzulinoma sejteket kezeltiink thapsigarginnal pozitiv kontrollként,
valamint palmitattal (500 uM) onmagaban, vagy metforminnal (10 uM, 100 uM) egyiitt
70-80%-0s konfluencia mellett. A teljes RNS-izoldldsa 8-6rds kezelés utan tortént. A
hasitatlan (uXBP-1) valamint a hasitott (sXBP-1) mRNS szekvenciakat RT-PCR
segitségeével amplifikaltuk. Pstl restrikcios endonukledazzal végzett hasitdast kévetoen az
UXBP-1 két fragmentumra esett szét (153 és 294 bp), mig az sSXBP-1 egyben maradt
(421 bp). A termékeket 2%-os agaroz gél-elektroforézissel valasztottuk szét, és etidium-
bromiddal tettiik lathatova. Az abra harom fiiggetlen kisérlet egy jellemzo eredményét

mutatja.
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11. abra: JNK-, c-Jun- és IRS-1-foszforilacio

Az inzulinoma sejteket palmitattal kezeltiik (500 uM) onmagdban vagy metforminnal
(10 uM és 100 uM) egyiitt 70-80%-os konfluencia mellett. Az dsszes és a foszforilalt
JNK (JNKlés JNK?2 izoformdk), a foszforilalt IRS-1 (Ser307-en), valamint az dsszes és
a foszforilalt c-Jun mennyiségét Western blot analizissel vizsgaltuk 8-oras kezelést
kévetoen. A fenti abra hdarom fiiggetlen kisérlet egy-egy jellemzo eredményét mutatja.
Az eredményeket denzitometraldssal szamszertisitettiik, és a f-aktinra mint referencia
fehérjére normalizalt relativ denzitasokat tiintettiik fel a diagramokon a palmitdtkezelt
mintakat 100%-nak tekintve. *P<0,05, “P<0,001 v.s. kezeletlen kontroll; *P< 0,05,
**P<0,01 ***P<0,001 v.s. palmitatkezelt.
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4.5. Metformin hatasa onmagaban

Ahogy az 5.1. fejezetben és az 5. abran lathaté, a metforminnak 6nmagaban nincs
hatdsa sem az apoptdzisra, sem a nekrozisra RINmSF patkany inzulindma sejtekben.
Lehetséges hatasait az UPR-re, és a tobbi vizsgalt paraméterre (pl. kaszpaz-3
aktivalodasa és a c-Jun foszforilacidja) egyarant ellendriztiik. A sejtek metforminnal
vald kezelése 10 uM illetve 100 uM-o0s koncentracioban sem a PDI, CHOP, elF2a, c-
Jun vagy JNK expresszids szintjében, Sem az utdobbi harom fehérje foszforilaciojaban,
illetve a kaszpaz-3 aktivalodasaban nem okozott szignifikans valtozast (12. abra),

vagyis hatasai csak a palmitattal kivaltott lipotoxicitas esetén érvényesiiltek.

4.6. JINK-aktivalodas ¢és [IRS-1 Ser307-foszforilaciéo gatloszereinek
szelektalasa

A Vichem EVL molekulakonyvtarakbol kivalogatott JNK-gatlok elsddleges
szlirésé¢hez a kinaz anisomycinnel val6 — széles korben alkalmazott és jol dokumentalt —
aktivalasan alapuld6 modellt alkalmaztunk HEK293 humén vese eredetli fibroblaszt
sejteken. A gatlas pozitiv kontrolljaként az irodalombdl ismert BI-78D3 hatéanyagot
valasztottuk, és mindenek el6tt ennek hatékonysagat, illetve koncentraciofliggését
teszteltiik rendszeriinkben. Az anisomycinnel (50 ng/ml) és BI-78D3-al szimultan kezelt
sejtekbol 30 perc utan készitettiink lizatumot, és ebben vizsgaltuk a JNK-aktivalodas
jeleit. Anisomycin hatasara — a varakozasnak megfeleléen — a JINK-, a c-Jun- és az IRS-
1 Ser307-foszforilacié egyarant fokozddott (13. abra). A BI-78D3 egyidejli jelenléte
pedig ezeket a hatdsokat parhuzamosan €s koncentraciofiiggd modon tompitotta. A
hatéanyag 50 uM-os koncentracioban mar mindharom fehérje foszforilacidjat csaknem
a kezeletlen Kkontroll szintjére csokkentette, ezért a tovabbi kisérleteinkben igy

hasznaltuk a gatlas pozitiv kontrolljaként.
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12. abra: Metformin kezelés 6nmagaban

RINmSF  patkany inzulinoma sejteket kezeltiink palmitattal (500 M) pozitiv
kontrollként és metforminnal onmagdban (10 uM és 100 M) 70-80%-0s konfluencia
mellett. Western blot segitségével vizsgaltuk az aldbbi fehérjéket 8-ords kezelési idé
elteltéevel: PDI, CHOP, hasitott kaszpaz-3, Osszes és foszforilalt elF2a, dsszes és
foszforildalt JNK, dsszes és foszforilalt c-Jun, illetve [-aktin mint referenciafehérje. A
sejtekbdl teljes RNS-t is prepardltunk, majd a hasitott (sXBP-1) és hasitatlan (uXBP-1)
XBP-1 mRNS mennyiségét RT-PCR amplifikalas és Pstl restrikcios endonukledzzal
vegzett hasitas utan vizsgaltuk. Ket fragmentum (153 és 294 bp) jelzi az uXBP-1 és egy
polimer (421 bp) az SXBP-1 vdltozatot. A termékeket 2%-os agaroz gél-elektroforézissel
valasztottuk szét, és etidium-bromiddal tettiik lathatova. Az abra harom fiiggetlen

kisérlet egy jellemz6 eredményét mutatja.
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13. abra: A JNK, a c-Jun és az IRS-1 Ser307 foszforilacigjanak gatlasa HEK293
sejtekben

A sejteket 70-80%-os konfluencia mellett kezeltiik anisomycinnel (50 ng/ml)
onmagaban, illetve BI-78D3-al egyiitt kiilonbozé koncentracioban. A kontroll mintakat
csak oldoszerrel (DMSO) kezeltiik. A Ser307-en foszforilalt IRS-1-et, a foszforilalt c-
Jun-t és a foszforilalt JNK-t (mindkét izoformdjat) Western blot analizissel vizsgaltuk
30-perces kezelési id6 utan. Az abra harom fiiggetlen kisérlet egy jellemzo eredményét

mutatja.

A kivalogatott referenciamolekulak (1. tdblazat), valamint az Gjonnan szintetizalt
szarmazékok (2. tablazat) JNK-, c-Jun- és IRS-1 Ser307-foszforilaciora gyakorolt
hatasait els6ként tehat az anisomycin-kezelt HEK293 sejtekben vizsgaltuk egyarant 10
pM-os végkoncentracioban. Varakozasunknak megfeleld0 modon, erds korrelaciot
figyelhettiink meg a JNK és a c-Jun foszforilacigjanak gatlasa esetében. A JNK és az
IRS-1 foszforilacidjanak mértéke (vagyis a P-JNK és a P-IRS-1 Ser307 denzitasa)
azonban kevésbé szoros 0sszefliggést mutatott a vizsgalt gatloszerek esetében (1. és 2.
tablazat), ami Osszefligghet azzal, hogy az IRS-1 fehérjét tobb szerinkinaz is

foszforilalja.
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1. tablazat: Az alkalmazott INK-gatl6 referenciamolekulak

Az inhibitorokat HEK293 fibroblaszt sejteken vizsgaltuk anisomycines (50 ng/ml) JNK-

aktivalast kovetéen. Az anisomycint onmagaban, illetve a kiilonbozé inhibitor
molekuldkkal (10 uM) egyiitt adtuk a sejtekhez 70-80%-0s konfluencia mellett, majd 30-
perces kezelési ido utan Western blottal vizsgaltuk a JNK-, IRS-1 Ser307- és c-Jun
foszforilacio mertékét. A csak anisomycint tartalmazo mintaban észlelt szinteket

tekintettiik 100%-nak.

IRS-1-P az Cc-jun-P az
. JNK1 ICs anisomycin anisomycin
Cpd Structure Ingda(lml\ldilElgﬁ (uM) kontroll %-a 10 | kontroll %-a 10
s0 (K sajat mérés uM uM
koncentracional | koncentracional
L
1 |no NN 0,009 0,17 97 104
07 "NH,
JQBYN
2 |F N)\\N H/EP 0,028 0,05 69 46
o OH
QL
3 HO H)\\N N 0,025 0,04 161 88
[¢] OH
F
4 1 F 2,75 0 42
o7 N N 0 !
H
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5 4 I 5,42 14 94
N‘ X
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H |
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N‘ S S
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2. tablazat: A szintetizalt uj 7-oxo-pirido-[2,3-d]pirimidinek

Az inhibitorokat HEK293 fibroblaszt sejteken vizsgaltuk anisomycines (50 ng/ml) JNK-
aktivalast kovetéen. Az anisomycint onmagaban, illetve a kiilonbozé inhibitor
molekuldkkal (10 uM) egyiitt adtuk a sejtekhez 70-80%-0s konfluencia mellett, majd 30-
perces kezelési id6 utan Western blottal vizsgaltuk a JNK-, IRS-1 Ser307- és c-Jun-
foszforilacio mertékét. A csak anisomycint tartalmazo mintaban észlelt szinteket

tekintettiik 100%-nak.

IRS-1-P az INK-P az c-jun-P az
INK1 ICso anisomycin anisomycin anisomycin
Cpd Ar R (uM) kontroll %-a 10 kontroll %-a 10 kontroll %-a 10
sajat mérés uM M M
koncentracional koncentracional koncentracional
1-Methane-
12 2,4-F,-Ph sulfonyl-piperidin- 0,65 2,72 77,17 87,07
4-yl
13 2,4-F,-Ph Piperidin-4-yl 10,93 0,00 80,95 118,95
14 2,4-F»-Ph Cyclopentyl 5,93 0,00 40,03 66,47
4-(4-Hydroxy-
15 2,4-F»-Ph piperidin-1-yl)- 3,79 0,00 29,64 57,48
phenyl
3-Trifluoro-methyl-
16 2,4-F-Ph >23 0,00 94,08 100,89
benzyl
3-(4-Methyl-
17 2,4-F,-Ph piperazin-1-yl)- 19,10 0,00 152,84 137,28
propyl
18 2,4-F,-Ph Cyclohexyl 16,14 0,00 37,58 32,37
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19 2,4-F»-Ph Cycloheptyl 6,73 0,00 84,01 118,90
3-Methane-
20 2,4-F»-Ph ) 2,77 0,00 52,85 73,54
sulfonamido-propyl
1-Aminos-ulfonyl-
21 2,4-F,-Ph o 0,91 0,00 30,50 89,38
piperidin-4-yl
4-(4-Methyl-
22 2,4-F,-Ph piperazin-1-yl)- 3,34 2,08 133,12 76,93
phenyl
23 2,6-Cl,-Ph Pyridin-2-yl-methyl >23 2,15 35,29 114,89
24 2,4-F-Ph Cyclopropyl 7,17 2,61 173,60 142,31
Tetrahydro-pyran-
25 2,6-Cl,-Ph y4 y Py 2,48 8,05 55,20 68,02
26 2,6-Cl,-Ph Cyclopentyl 19,32 8,18 108,40 114,87
4-(4-Hydroxy-
27 2,6-Cl,-Ph piperidin-1-yl)- >23 9,09 58,93 74,00
phenyl
2-Methane-
28 2,4-F,-Ph ) 18,94 12,21 75,80 67,53
sulfonamido-ethyl
4-(4-Methyl-
29 2,6-Cly-Ph piperazin-1-yl)- >23 13,20 45,05 60,88
phenyl
2-(Pyridine-2-yl)-
30 2,6-Cl,-Ph >23 14,31 81,60 115,66
ethyl
31 2,6-Cl,-Ph Cyclopropyl 14,92 14,66 96,10 127,74
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2-Morpholin-4-yl-

32 2,4-F»-Ph >23 26,71 96,14 102,06
ethyl
4-Hydroxy-
33 2,6-Cl-Ph . >23 40,48 96,27 99,10
piperidin-1-yl
4-Piperidin-1-yl-
34 2,6-Cl,-Ph >23 46,31 129,39 107,95
phenyl
3-Hydroxy-
35 2,4-F>-Ph >23 51,06 131,36 111,23
pyrrolodon-1-yl
36 2,4-F,-Ph Pyridin-2-methyl >23 68,20 68,20 86,15
2-Morpholin-4-yl-
37 2,6-Cl-Ph 27,07 71,26 138,96 114,48
ethyl
3-Hydroxy-
38 2,6-Cl,-Ph . >23 74,50 74,50 82,55
pyrrolodin-1-yl
3-Hydroxy-methyl-
39 2,4-F»-Ph o >23 79,38 21,12 103,36
piperidin-1-yl
40 2,4-F,-Ph 2-Pyridin-2-yl-ethyl 6,75 81,98 81,98 96,42
4-Piperidin-1-yl-
41 2,4-F,-Ph >23 84,01 148,70 130,80
phenyl
3-Hydroxy-
42 2,4-F,-Ph o >23 88,71 38,07 103,90
piperidin-1-yl
3-Hydroxy-
43 2,6-Cl,-Ph o >23 93,59 36,24 133,35
piperidin-1-yl
4-Pyrrolidin-1-yl-
44 2,4-F,-Ph >23 98,90 98,90 107,86

phenyl
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3-Hydroxy-methyl-

45 2,6-Cl,-Ph A >23 99,30 99,30 102,90
piperidin-1-yl
4-Hydroxy-methyl-
46 2,4-F»-Ph . >23 102,35 91,58 120,51
piperidin-1-yl
2-Dimethyl-amino-
47 2,4-F,-Ph >23 104,31 104,31 110,16
ethyl
2-Hydroxy-methyl-
48 2,6-Cl,-Ph o >23 110,36 110,36 117,82
piperidin-1-yl
4-Hydroxy-
49 2,4-F,-Ph o >23 123,96 121,82 131,10
piperidin-1-yl
4-Hydroxy-methyl-
50 2,6-Cl,-Ph . >23 127,11 119,26 148,70
piperidin-1-yl
4-Pyrrolidin-1-yl-
51 2,6-Cl,-Ph >23 165,10 135,70 103,97
phenyl
Ar
|
)
AN N
/“\ =
N @)
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Az els6 sziirésben tesztelt, 0sszesen 57 molekulabol tizenkettét valasztottunk Ki
tovabbi kisérletekhez. A valogatas kritériumaként 65% alatti JNK-foszforilaciot,
valamint 15% alatti IRS-1 Ser307-foszforilaciot jeloltink meg. Az e feltételeknek
megfeleld  vegyiiletek mind  2,6-diszubsztitualt  7-oxo-pyrido-[2,3-d]pyrimidin

magstruktarajuak voltak.

4.7. Szelektalt gatloszerek vizsgalata lipotoxicitas-modellben

Az anisomycinnel kezelt HEK293 sejteken hatékonynak bizonyult gatloszereket
a bioldgiai szempontbol relevansabb lipotoxicitdsi sejtmodellben is megvizsgaltuk.
RINmSF patkany inzulinoma sejtekben — korabban leirt modon (lasd 5.1. fejezet) —
albuminhoz konjugalt palmitattal (500 pM) valtottunk ki stresszt, és a tizenkét féle
gatloszer (10 uM) JNK- ¢és IRS-1 Ser307-foszforilaciora gyakorolt hatasat 8-oras
kezelési 1d0 utdn Western blot analizis segitségével vizsgaltuk (14. és 15. abra). Két
vegyitilet (27 és 18 jelli) hozzaadasakor észleltlink igen erds (54% és 59%-o0s mértékii)
gatlast a JNK-foszforilacié vonatkozdsdban (14. abra). Ez a két hatdanyag jelentds —
meglehet kiilonb6z6 mértékii (58%, illetve 93%-0s) — gatlast eredményezett az IRS-1
Ser307-foszforilacidban is (15. abra). Erdekes, hogy az IRS-1 Ser307-foszforilaciot még
harom tovabbi vizsgalt vegyiilet, nevezetesen a 14-es, a 20-as és a 21-es jell is
hatasosan (61%, 87% és 96%-kal) csokkentette (15. abra), holott ezek a foszforilalt INK

szintjére nem hatottak hasonlé mértékben (14. abra).
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14. abra: Lipotoxicitas altal indukalt INK-foszforilacié gatldsa RINmSF sejtekben

P-INK 1/2

Patkany inzulinoma sejteket kezeltiink 70-80%-0s konfluencia mellett albumin-konjugalt
palmitattal (500 uM) onmagaban, vagy tizenkét szelektalt hatoanyag valamelyikével (10
uM) egyiitt. A teljes és a foszforilalt JNK (két izoforma) mennyiségét specifikus
antitestek felhasznaldasaval Western blot modszerrel vizsgaltuk 8-ords kezelési ido utan.
A kép harom fiiggetlen kisérlet egy tipikus eredményét mutatia. A jeldlodési
intenzitasokat denzitometralassal szamszeriisitettiik, és a relativ denzitasokat a total
INK-ra normalizdlva, valamint a csak palmitattal kezelt mintat 100%-nak tekintve
dabrazoltuk. *P<0,05, ***P<0,001 statisztikailag szignifikans kiilonbség a csak

palmitattal kezelt mintdahoz képest.
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15. abra: Lipotoxicitas altal indukalt IRS-1 Ser307-foszforilacio gatlasa RINmSF
sejtekben

Patkany inzulinoma sejteket kezeltiink 70-80%-0s konfluencia mellett albumin-konjugalt
palmitattal (500 uM) onmagaban, vagy tizenkét szelektalt hatoanyag valamelyikével (10
uM) egyiitt. A GAPDH (referenciafehérje) és a foszforilalt IRS-1 mennyiségét specifikus
antitestek felhasznaldasaval Western blot modszerrel vizsgaltuk 8-ords kezelési ido utan.
A kép harom fiiggetlen kisérlet egy tipikus eredményét mutatjia. A jelolodési
intenzitasokat denzitometralassal szamszerusitettiik, és a relativ denzitasokat a
GAPDH-ra normalizalva, valamint a csak palmitattal kezelt mintat 100%-nak tekintve
abrazoltuk. ***P<0,001 statisztikailag szignifikans kiilonbség a csak palmitattal kezelt

mintahoz képest.
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5. Megbeszélés

A taltaplalas és a mozgasszegény életmdd anyagcserezavarokat okozhat,
amelyek kovetkezményeként, erre hajlamositd genetikai hattér esetén, akar 2-es tipusu
diabétesz is kialakulhat. A betegség elterjedése manapsag egyre nagyobb méreteket o6lt
[45]. Az emlitett tényezOk el6szor rendszerint inzulinrezisztencidhoz vezetnek, ami
gyakran jellegzetes tlinetegylittesként jelentkezik, és ilyenkor metabolikus szindromarél
beszélhetiink. Az elhizas és a metabolikus szindroma részeként megnd a vérplazma
FFA-szintje, ami kivaltdja, illetve stlyosbitdja az inzulinrezisztencia kialakulasanak
[135]. Az inzulinjelpalya sériilése, akadalyozottsaga miatt a szovetek nem tudjak
felvenni a tulzott mennyiségi gliikozt a vérbdl, €s a tartds hiperglikémia tovabb rontja a
sejtek miikodését (gliikotoxicitds). A kombinalt gluko-lipotoxicitds nagymértékben
hozzéjéarul a B-sejtek pusztulasahoz, és egyre csdkkenti az inzulintermeld kapacitast. A
2-es tipusu diabétesz megeldzésében és korai stddiuménak gydgyitdsaban fontos az
¢letmddvaltozas (diéta, sport). Amennyiben ez Onmagdban mar nem elegendd,
gyogyszeres kezelés is szilikséges az inzulinvalasz erdsitése €és [B-sejtek védelme

érdekében.

A megnodvekedett szérum-FFA-szint és a kovetkeztében kialakuld lipotoxicitas
tehat az inzulinrezisztencia és a B-sejt pusztulds eldidézésében egyarant fontos tényezo.
A lipotoxicitas diabéteszben betoltott szerepe mar régota ismert [136], és egyre novekvo
érdeklodés iranyul a lipotoxicitas 4altal kivaltott ER-stressz felé i1s. A magas
intracellularis acil-KoA-tartalom és az ER-stressz kozotti ok-okozati Osszefiiggés nem
teljesen tisztazott, de szerepe lehet ebben az organellum megvaltozott kalcium
homeosztazisanak, illetve legijabb adatok szerint az ER-membran lipid telitettségi

szintjének is [137].

Az ER-stressz mindig egyiitt jar az éretlen fehérjék luminalis felhalmozddasaval,
ami a GRP78/Bip chaperon asszocialéddsa révén stresszreceptorokat aktival az ER
membranjdban. Az igy beindul6 UPR héarom {6 jelatviteli ttvonalon keresztiil (PERK,
ATF6, valamint IRE-1) probalja helyreallitani a fehérjetermelés és -érés egyenstlyat. A

komplex sejtvalasz azonban ongerjeszto ciklusokat is generdlhat, ugyanis fokozhatja az
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inzulinrezisztenciat, csokkentheti a [-sejtek inzulintermeld kapacitasat, sot akar

apoptozist indukalhat, és igy csokkenti a B-sejtek mennyiségét is.

A lipotoxicitdsban oxidativ és ER-stresszen keresztiil egyarant aktivaloddo JNK
az inzulinrezisztenciahoz ¢és az apoptdzishoz is jelentés mértékben hozzajarul. Az IRS-1
Ser307-en torténd foszforilacidja azt eredményezi, hogy e jelatviteli fehérje
tirozinfoszforilacidja gatlas ala kertil, €s az inzulin legtobb hatdsa tompul vagy elmarad
[138]. Ez a hatds nem csupan a szervezet Ossz-anyagcseréje szempontjabol
legjelentdsebb szoveteket (harantcsikolt izmot, zsirszovetet és méajat) érinti, hanem a -

sejtek alapvetd tulélési stimulusanak csokkenését vagy kiesését is eredményezi [139].

A metformin napjaink vezetd anti-diabetikus gyogyszere, melynek sokrétii
hatasai sok adat szerint a mitokodridlis ATP-termelés gatlasin és az AMP-aktivalt
protein-kinaz (AMPK) kovetkezményes aktivalodasan alapulnak. Elsésorban ,,inzulin
szenzitizalonak™ tekinthetd, azaz javitja a sejtek inzulin iranti érzékenységét. E mellett
védi a hepatocitdkat az oxidativ stressz altal indukalt kaszpaz aktivacioval, PARP-
hasitéssal és apoptozissal szemben, és ez egyiitt jar a JNK-foszforilacio gatladsaval
[140]. NIT-1 egér hasnyalmirigy p-sejtekben az AMPK ¢és a foszfatidilinoziltol-3 kinaz
(PI3K) aktivacidja révén csokkenti az ER-stresszt, és ugyancsak gatolja a sejthalalt
[120]. A metformin B-sejtvédé hatasat mar korabban is kimutattak [141]. HepG2
hepatéma sejtekben hatasosnak talaltak a palmitat altal indukalt ER-stressz €s kaszpaz-

3-medialt sejthalal mérséklésére [121].

Korabbi megfigyelések alapjan célul tlztik ki annak vizsgalatat, hogy
metformin hatékonyan védi-e a [-sejtmodellként haszndlt inzulindma sejteket
palmitattal kivaltott lipoapoptozissal szemben, illetve hogy ebben milyen szerepet
jatszik az ER-stressz esetleges csokkentése. Eredményeink pedig azt mutatjak, hogy a
RINmSF sejtek lipotoxicitdsait a metformin jelentdsen csokkenti. A palmitat altal
indukalt sejthalal és az ER-stresszre adott UPR f6bb elemeit (pl. PDI-, GRP78-indukcio
¢s elF2a—foszforilacio) a metformin koncentracié-fliggd modon gatolta. A gatlas
mértéke az IRE-1 utvonalon (XBP-1 mRNS-hasitas, JNK-, c-Jun- és IRS-1 Ser307-
foszforilacid) viszonylag kisebb mértékii volt. Azonban az ER-stresszhez kothetd

proapoptotikus transzkripcios faktor (CHOP) indukcidjat €s a kaszpéaz-3 hasitas altali
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aktivacigjat a hatdanyag nagymértékben gatolta, ami legalabb részben magyarazhatja a
palmitat-indukalt apoptdzis gatlasat. Az IRE-1 utvonal viszonylag kisebb mértékii
csillapitasa nem mond ellent a CHOP-indukci6 hatasos csokkentésének, hiszen CHOP-
expressziot az UPR mindhdrom utvonala egy-egy transzkripcios faktor (az ATF6, a

PERK-fiiggé ATF4 és az IRE-1-fiiggd XBP-1) révén osszehangoltan szabalyozza [142].

Az inzulindma sejtvonalon kapott eredményeink alatamasztjadk a metformin [3-
sejtvédd hatasat a palmitattal kivaltott toxicitasban is, és erdsen valosziniisitik az ER-
stressz illetve az UPR moduldlasanak szerepét a gyogyszer hatasmechanizmusaban. Az
észlelt jelenség nem csak a metforminnal kapcsolatos ismeretek bdviilését jelenti,
hanem az inzulinrezisztencia talajan kialakuldé -sejtpusztulas fékezése, vagyis a
metabolikus szindroma ¢€s a kezd6do 2-es tipusu diabétesz kezelése és megelozése

szempontjabol is jelentds.

Az elhizashoz kapcsolodd anyagcsere-betegségek hatterének, és ezen beliil
elsdsorban a lipotoxicitas, illetve az IRS-1-szerinfoszforilacié szerepének megismerése
uj gyoégyszer tamadaspontokat kinal a 2-es tipusi diabétesz megeldzésére és
gyogyitasara. Mivel a konvergdld metabolikus és stresszhatasok folytan aktivalodé JNK
Kulcsszerepet jatszik a patologias allapot kialakulasaban, az IRS-1 szerin307
foszforilacigjanak  csokkentésére  iranyuld  hatéanyag  fejlesztést e  kinaz
rendelkezésiinkre 4ll6, potencidlis vagy ismert gatlészereinek, majd ezek wjonnan

létrehozott modosulatainak vizsgalataval inditottuk.

Els6 1épésben 57 db kindzgatlot teszteltiink olyan sejtes modellben, ahol a JNK-
aktivaciot kozvetleniil anisomycin-kezeléssel valtottuk ki. Az igy kapott eredmények
alapjan, a JNK és IRS-1 foszforilacidjanak mértékére vonatkozd kritériumok szerint
kivalasztottunk tizenkét hatdanyagot, amelyeket lipotoxicitasi sejtmodellben is tovabb
vizsgaltunk. A palmitattal kezelt inzulindma sejtekben azt talaltuk, hogy 6t molekula
fejtett ki szamottevd gatlast az IRS-1 Ser307-foszforilaciora, és koziilik négy a INK
foszforilacigjat is csokkentette. Valoszintisithetd tehat, hogy ezek a molekuldk mas
kindzokon keresztiil is hatnak az inzulinrezisztencia kialakuldsanak legfontosabb
mechanizmusara. A molekularis tamadaspontok azonositasa, illetve a hatéanyagok

egy¢éb tulajdonsagainak, valamint in vivo hatdsainak feltarasa tovabbi munkat igényel.
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A IRS-1-foszforilacié leghatékonyabb inhibitorai diszubsztitualt fenoxi
difluorfenoxi szarmazékok kozel 100%-os gatlast mutattak szamos szubsztituensnél a 2-
es amino csoport pozicidbban, pl. a ciklopentilamino, ciklohexilamino,
metanszulfonamino-propilamino, 1-aminoszulfonil-piperidin-4-il szubsztituensek kivalo
eredményt mutattak. A 2,6-diklorofenoxi szubsztituens a 6-os pozicidoban még mindig
10% ala csokkentette az IRS-1-foszforilaciot, pl. terahidropiran-4-il szubsztituenssel 2-
es pozicdban, de szamos madas szubsztituens is hasonlé eredményt produkalt a 2-es
pozicioban (2. tdblazat). Az eredmények alapjan az alabbi kinazok tekinthetdk jelentds
hit molekulaknak: Abl, c-kit, DDR1, JNK1, PDGFRp, Ret, c-Src, VEGFR2. HEK293
sejtvonalon végzett 24-6ras citotoxicitasi vizsgélattal meghatroztuk a kiilonb6z6
vegytiletek IC50 értékeit. Azt talaltuk, hogy minden vegyiilet IC50 értéke 10 uM felett
van ¢€s a legtobb esetében 30 uM-nél is nagyobb.

64



DOI:10.14753/SE.2017.2218

6. Kovetkeztetések

Munkénk alapvetd célja a lipotoxicitas €s lipoapoptdzis, illetve az ezekkel szorosan
Osszefiiggd, ¢és az inzulinrezisztencia kialakuldsdban kdzponti szerepet jatszo IRS-1-
foszforilacid  csokkentésére alkalmas hatdéanyagok vizsgalata volt. Ennek
végrehajtasahoz  sikeriilt olyan sejes modellrendszert beéllitanunk, amelyben
tanulmanyozhatok voltak a palmitattal kivaltott, Osszetett stressz egyes részjelenségei
(fehérjeindukcidk, proteinfoszforilaciok és mRNS-hasitasok), illetve az apoptdzis
intenzitasa, igy alkalmas volt a forgalomban 1évd (pl. metformin), vagy akar Gjonnan

szintetizalt vegyiiletek hatdsainak vizsgélatéra.

Az albuminhoz konjugalt palmitattal kezelt RINmSF patkany inzulindma
sejtvonalon egyrészt az ismert antidiabetikum, metformin effektusat teszteltiik a sejtek
¢letképessége, az apoptozis mértéke, valamint az ER-stressz erdssége vonatkozasaban.
Kiilon figyelmet forditottunk a kozponti stresszkindz JNK aktivalodasara és az IRS-
1 részben ennek tulajdonithatd Ser307-foszforilaciojara. Megallapitottuk, hogy

e A metformin kivédte a palmitat altal indukalt apoptozist, amit a kaszpaz-3
aktivalodasanak jelentds csokkenése is jelzett, mig a nekrdzis mértékére nem
volt hatassal.

e Metformin alkalmazasa jelentdsen enyhitette a lipotoxicitas részeként fellépd
UPR tobb részjelenségét, igy az elF2a PERK mikodéséhez kothetd
foszforilacigjat és az XBP-1 mRNS-ének IRE-1-fliggd, jellegzetes hasitasat,
illetve a JNK, az IRS-1 Ser307, valamint a c-Jun IRE-1-en keresztiil
inicializal6d6 foszforilacidjat. Ezekkel Osszhangban, ugyancsak gatldédott
metformin jelenlétében az ER-chaperon PDI és GRP78 indukcidja, és nem

utolsé sorban a proapoptotikus CHOP termelddése.

Az albuminhoz konjugalt palmitattal kezelt RINmSF inzulinoma sejtek modellként
szolgaltak olyan molekulak teszteléséhez is, amelyek az IRS-1 Ser307 foszforilacioja és
ezaltal az inzulinrezisztencia, illetve PB-sejthaladl kivédésében hatékony gydgyszerek
kifejlesztéséhez  jarulhatnak hozzd. A Vichem EVL molekulakonyvtarabol

referenciamolekulakat, majd a vizsgalatok soran ezek tjonnan szintetizalt modosulatait
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— Osszesen 57 potencialis JNK-gatlot — szirtiink anisomycinnel kezelt HEK293

sejtekben a JNK-aktivalodasra, illetve az IRS-1 Ser307 foszforilacidjanak mértékére

kifejtett effektusuk alapjan.

A tizenkét szelektalt molekula koziil 6t esetében észleltiink szamottevd
gatlast az IRS-1 Ser307-foszforilacid vonatkozaséban, és ezek koziil négy
jelentdsen csokkentette a INK-foszforilacio mértékét is. Ezek a hatbanyagok
antidiabetikus gyogyszerfejlesztés igéretes kiindulé molekulai lehetnek,
ezért indokolt tovabbi vizsgalatuk, beleértve in Vvivo hatasossaguk

tanulmanyozasa is.
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7. Osszefoglalas

A 2-es tipust diabétesz kialakuldsa szoros Osszefiiggésben all az elhizassal, és a
kapcsolat hatterében kiemelt szerepet jatszik a vér szabad zsirsavszintjének emelkedése.
A legtobb sejtben megfigyelhetd lipotoxicitds ugyanis inzulinrezisztenciat valt ki,
rdadasul a B-sejtek alkalmazkoddsat és tulélését is akadalyozza. A lipotoxicitds sejten
beliili mechanizmusanak egyik kulcsszereploje a JNK stresszkinaz, amely az IRS-1
Ser307-es oldallancanak foszforildcidja révén gatolja az inzulin-jelatvitelt, a c-Jun
foszforilacidjan keresztiil pedig fokozza az apoptoziskészséget. A JNK lipotoxicitas
soran észlelt aktivalodasahoz a gyulladasos jelatvitel és az oxidativ stressz mellett

jelentds mértékben hozzajarul az ER-stressz is.

Munkank soran beallitottunk egy, a [-sejt-lipotoxicitas vizsgalatara alkalmas
modellt, és ennek felhasznalasaval bizonyitottuk az ismert antidiabetikum, a metformin
védd hatasat. A RINmSF patkany inzulindma sejtek lipoapotdzisanak kivédése
hatterében az ER-stressz mérséklodését és a INK-aktivalodas csokkenését is kimutattuk.
Az észlelt jelenség — a hatdanyag ismert inzulinszenzitizalé aktivitasa mellett — fontos

szerepet jatszhat a metformin antidiabetikus hatasaban.

A palmitattal kezelt inzulinéma sejtekben kindzgatld molekulakat is teszteltiink,
¢és sikertilt olyan hatdéanyagokat azonositanunk, amelyek hatékonyan csokkentették az
IRS-1 Ser307-foszforilaciot, igy potencialis gyogyszerjelolt vegyiiletek lehetnek a 2-es

tipusu diabétesz kezelésében.
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8. Summary

Development of type 2 diabetes is tightly related to obesity, and elevation of
plasma free fatty acid levels plays an outstanding role in this correlation. Excessive fatty
acid supply causes lipotoxicity in most cell types, and it provokes insulin resistance.
Moreover, it hinders adaptation and survival of the pancreatic B-cells. JNK stress kinase
is one of the key players of intracellular mechanisms underlying lipotoxicity. It
interferes with insulin signaling through the phosphorilation of Ser307 residue in IRS-1,
and it facilitates apoptosis via phosphorilation of c-Jun transcription factor. Beside
inflammatory signaling and oxidative stress, ER stress also largely contributes to

lipotoxicity-induced JNK activation.

We established a cellular model suitable to investigate B-cell lipotoxicity. This
model was successfully employed to reveal the protective effect of the well known
antidiabetic. We demonstrated a remarkable attenuation of ER stress and reduction of
JNK activation beyond prevention of lipoapoptosis in RINm5F rat insulinoma cells.
This phenomenon likely plays an important role in the antidiabetic effects of metformin

besides its well-characterized insulin sensitizer activity.

Palmitate-treated insulinoma cells were also used to test selected kinase
inhibitors, and this approach led to identification of a cluster of molecules that
effectively reduce IRS-1 Ser307 phosphorilation, and hence can be considered as

promising drug candidates in the treatment of type 2 diabetes.
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