Pro- és antioxidans hatasok szerepe az endoplazmas retikulum eredetii stresszben és

apoptdzisban

Az endoplazmas retikulum (ER) szamos kornyezeti és metabolikus hatds szenzora. Mindazon

tényezok, melyek karosan befolyasoljak a szekrécios fehérjék poszttranszlaciés modositasat

és foldingjat az ER lumenében, a fehérjék felhalmozddasahoz vezetnek, és kivaltjdk az ER
stressz jelenségét. A stresszben jelpalyak (unfolded protein response, endoplasmic reticulum

overload response) indulnak be az ER eés a sejtmag kozott, melyeknek hatésara a

fehérjeszintézis csokken, viszont szelektiven indukalodnak a poszttranszlacios modositasokért

felelés enzimek és az intralumindlis dajkafehérjek. Huzamosan fennallo stressz esetén
beindulnak a programozott sejthalal mechanizmusai. Az experimentalis agensekkel

(fehérjeglikozilacid gatloszerek, intraluminalis kalciumot csokkenté szerek, intraluminalis

redoxpotencialt befolyasold redukaldszerek) kivalthatd ER stressz és apoptozis mellett a

folyamat szdmos human korkép (cisztikus fibrozis, Alzheimer kér, diabetes, virusfert6zések

stb.) patomechanizmusaban is szerepel.

A palyazat eredeti célja kettos volt. Egyrészt tanulmanyozni kivantuk redox aktiv vegyiletek,

antioxidansok és hepatotoxinok szerepét az ER eredeti stresszben és apoptdzisban, masrészt

egy Uj lehetséges stresszmechanizmust, a redox hatasokra bekdvetkez6 ER membran
permeabilitasvaltozast akartuk vizsgalni. Az elsé kérdéskort harom Kisérleti rendszerben
tanulmanyoztuk:

e In vivo aszkorbathianyos allapotban (skorbutban) vizsgéltuk az ER stressz kialakulasat.
El6zetes eredményeink szerint az aszkorbinsav fontos szerepet jatszik a diszulfid kotések
kialakitasahoz sziikséges elektrontranszferben, tehat feltehetéen kivalthatja az ER stresszt.

e A neutrofil granulocita ER membran gluk6z-6-foszfat transzporterének genetikai hianya,
illetve a transzport gatlasa apoptdzishoz vezet; a folyamatban szerepet tulajdonitanak az
intralumindlis redox statusz valtozasanak. Vizsgalni kivantuk az apoptozis eredetét, az ER
szerepét, illetve a folyamat patomechanizmusat.

e A hepatotoxinok nagy része az ER-ban aktivalddik, illetve metabolizalédik. A folyamat
befolyasolhatja a lokalis redoxpotencialt. Feltételeztik, hogy ezen vegyiletek toxikus,
illetve apoptotikus hatasart — a kordbbi hipotézisekkel szemben — az ER stressz legalabb
részben felelés.

A pélyazat beadasa utan lattak napvilagot olyan eredmények, melyek az ER intraluminalis

dehidrogendzainak, elsésorban a hex6z-6-foszfat dehidrogendznak (H6PDH) szerepét jelezték



a lumen redox viszonyainak alakitasaban. Vizsgalatainkat ezért kiterjesztettlik ebbe az iranyba,

az alabbi kérdéskoroket tanulmanyozando:

e Mi a szerepe a H6PDH-nak a glukokortikoidok prereceptorialis aktivalodasaban? Mely
sejtekben talalhaté meg ez az dsszefliggés?

e Mi a szerepe a H6PDH-nak az intralumindlis NADPH pool redox allapotanak
fenntartdsdban? Mas dehidrogendzok részt vesznek-e a folyamatban?

e A luminalis NADPH redox allapota hogyan befolyasolja a sejtek életképességét? Van-e
piridin nukleotid-fliggo ER stressz?

A vizsgalatokat in vivo, valamint sejtkultirdkon és ER/SR eredetii mikroszémalis

vezikulakon végeztik.

Kimutattuk, hogy korabbi hipotézistinknek megfeleléen az aszkorbinsav hianya endoplazmas
retikulum stresszt okoz, mely a legfontosabb intraluminalis chaperonok indukciojaval jar,
illetve késébbi fazisban apoptdzisba torkollik (1). Megallapitottuk, hogy az aszkorbinsav
szintézis melléktermékeként az ER lumenben keletkez6 hidrogén-peroxid az ER membran
aspecifikus permeabilitasvaltozasat okozza, mely lehet6vé teszi az antioxidans hatasok
érvényesulését az ER lumenben (22).

Megallapitottuk, hogy a hepatotoxikus acetaminofen ER eredetii apoptozist indukal a majban.
In vivo acetaminofen alkalmazas utan az ER stresszhez két6do jelpalyak aktivalodnak, és az
apoptozis kezdeti jelei is észlelhetok (8).

Kimutattuk, hogy az intraluminalis piridin nukleotidok tdlnyomorészt redukalt allapotban
vannak, és (a citoszélban tapasztaltaktol eltéréen) nem kommunikalnak a tiol-diszulfid redox
rendszerrel (4). Igazoltuk, hogy a FAD emlés sejtekben is oxidalja az ERO1p-PDI
elektronatvivo lancot. Az oxidativ hatdshoz az endoplazmas retikulum membran épsége
elengedhetetlen (2).

Megallapitottuk, hogy az ER-bdl szarmazé mikroszomalis vezikulak megtartjak piridin
nukleotid tartalmukat. A piridin nukleotidok dontéen redukalt formaban vannak jelen, mely
latszolagos ellentétben all a tiolok (glutation, fehérje tiolok) tiilnyomorészt oxidalt allapotaval.
A két rendszer szétkapcsolasat az okozza, hogy a glutation reduktaz nincs jelen a lumenben
(3,4). Az intraluminalis piridin nukleotid pool jelenléte magyarazatot ad a korabban leirt
szoros kooperaciora a H6PDH és a 11p-hidroxiszteroid dehidrogenaz kozott: a kapcsolat a
kolokalizécion és a kozds kofaktoron alapul (3,4). A kooperaciot igazoltuk maj (4), zsirszdvet
(10), és granulocita (17) mikroszoméakon egyarant. Megallapitottuk, hogy a lumindlis piridin

nukleotidok redukalt allapota elengedhetetlen a preadipocita differencialédashoz (18). A



NADPH pool redox allapota viszont nem a H6PDH indukcié kovetkezménye; a
H6PDHexpresszidja allando a preadipocitak differenciacidja soran (19). A H6PDH mellett az
izocitrat dehidrogenaz részvételét is valoszindsitettiik a NADPH redox allapotanak
fenntartasaban (16).

Kimutattuk, hogy az ER transzlokon peptid csatornaja aspecifikus moédon nemcsak kationok
és toltéssel nem rendelkez6 kis molekulak, hanem szerves anionok (UDP-glukuronsav,
manndz-6-foszfat stb) membrantranszportjat is elésegitheti. A jelenségnek szerepe lehet az
intraluminalis aktiv centrummal rendelkez6 enzimek szubsztratellatasaban (6). A transzlokon
kalcium csatornaként is funkcionalhat (13). A transzlokon szerepét a kis molekulak
transzportjaban reviewban foglaltuk dssze (15).

Kimutattuk, hogy a zo6ldtea fitofarmakonjai, koztlk a legnagyobb mennyiségben jelenlevé
epigallokatechin-gallat (EGCG) gatoljak az ER lumenben a glukozidaz Il aktivitasat. A gatlas
lassithatja a glikoproteinek minéségellenérzését (7). Ennek megfelel6en megallapitottuk,
hogy a minéségellendrzés gatlasa ER stresszt okoz, valamint fokozza az apoptdzis
gyakorisagat hepatdma sejtvonalon (23).

A zoldtea fitofarmakonok erételjes transzportgatlo hatassal is rendelkeznek az ER-ban. Az
EGCG gatolja az ER membranon keresztili glukuronidtranszportot is, mely hatas
csokkentheti a xenobiotikumok reaktivaciojat (9). Az EGCG korébban megfigyelt szamos
hatasa mellett az altalunk leirt (j tAmadéspontok tovabbi magyaréazatot adhatnak a zéldtea in
vivo megfigyelt jotékony hatasaira. A zoldtea fitofarmakonjai gatoljak a glukoz-6-foszfataz
rendszer aktivitasat is. A gatlasért a glukoz efflux gatlasa felelds, a gluk6z-6-foszfat
transzport és a gluk6z-6-foszfat hidrolizis sebesége valtozatlan (12). Az EGCG korabban
megfigyelt szamos hatasa mellett az altalunk leirt (j tamadaspontok tovabbi magyarazatot
adhatnak a zo6ldtea in vivo megfigyelt jotékony hatasaira.

Uj és korabbi eredményeinket tobb reviewban foglaltuk dssze, melyek az ER lumen mint
onallé metabolikus kompartimentum létét hangsulyozzak, valamint kiemelik a redox
valtozasok jelentéségét az ER eredetii stresszben és apoptdzisban (5); az ER lumen redox
homeosztazisanak szerepét hangsulyozzak az ER stressz patomechanizmusaban (14),
kiemelik az ER transzporterek jelent6ségét az ER lumen mint énallé metabolikus
kompartimentum homeosztazisanak fenntartasaban (11), valamint leirjak eme folyamatok
jelent6ségét a neurodegenerécidban és mas idegrendszeri folyamatokban (21).

A pélyazat keretében végzett munkat két review foglalja dssze, melyekben kisérletet tesziink

az ER mint szenzor organellum szerepének bemutatasara. Az ER szamos extra- és



intracellularis stimulus szenzora, eredményeink az intraluminalis redox mint jelatvivé

szerepét valdszinisitik (24,25).
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