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Bevezetés

A 2-es tipusu diabétesz vilagszerte nagy szamhéorelo
betegség, melyéként a joléti tarsadalmakra jellethzA tulzott
taplalékbevitel és a fizikai aktivitds hianya, valat a gyakran ezek
kovetkeztében fellép elhizas a betegség kialakulasanak deff
okai. Az elhizas napjainkban mar gyermekkorban yree
elterjedtebb. A 2-es tipusu diabétesz komplex noditals betegség,
melynek egyik kiséijelensége a tartbsan emelkedett vércukorszint
(hiperglikémia). A normal gliik6z koncentracié éeeks és 5,5 mM
kozott van a vérben, melynek szinten tartdsa esg#mna szervezet
normalis niikkddése szempontjabdl. Az @tbarmely irdnyban valo
eltérés kéros allapotokat idézoelA vércukorszint szabalyozasaban
alapveten két hormon jatszik dahtszerepet, az inzulin és a
glukagon. Mindketit a hasnyalmirigy Langerhans-szigeteinek sejtjei
termelik; a glukagont az-sejtek, az inzulint pedig #-sejtek.
Glukagon hatasara emelkedik a vércukorszint, miglin hatasara
csokken. Az izom-zsir tomegarany csokkenése gyengll
inzulinvalaszt eredményez, melyet inzulinreziszi@mak nevezink.
Az inzulinrezisztencia korai stadiuméban tulzottzulintermelés
figyelheth meg a hasnyalmirig@-sejtjeiben. Amikor g3-sejtek mar

nem tudnak elegeld inzulint termelni az inzulinrezisztencia



kompenzalasahoz, akkor megemelkedik a vércukorsaintilzott
taplalékbevitel megterheli a sejtek intermedier agogeréjét, €s
stressz szignalokat general, ami — eleinte relatiajd abszolut —
inzulindeficienciahoz vezethet. Az inzulinrezisaten a majban
tulzott glikoztermelést, az izomban csokkent gliélbztelt okoz.
Emellett fokozza a zsirszOvetben a zsirsavak fetghaasat, és igy
noveli a vérben a szabad zsirsavszintet, ami abegszovetben
lipotoxicitast okoz.

A lipotoxicitas 0sszetett stressz allapotot al&kia sejtekben,
melynek része az endoplazmatikus retikulum (ER9ssiz. Az ER
igen érzékeny a kornyezeti hatasokra, és az olgamai €6
szél$séges hatasok stresszt idézhetnék &ini fehérjeérési zavart
okoz a lumenben, és az ugynevezett UPR (unfoldesteipr
response) aktivalédasat eredmeényezi. Az UPR besdul nevének
megfeleben — alapvéien a rosszul feltekeredett fehérjék ER-ben
valo felhalmozodéasa okozza, és harafmutvonalon aktivalodhat.
Mindharom Utvonal aktivalodasanak d@lteges célja az ER-
homeosztazis helyredllitAsa, aminek eléréséhez rganalum
fehérjeterhelését csokkenteni, a folding, illetve selejtfehérje-
lebontas kapacitasat pedig névelni kell. Amennyieemem billenti
helyre az egyensulyt, a sejt apoptdzisban elpusatul

A legujabb kutatdsok az inzulinrezisztencia kialakénak

egyik felebseként a JNK-t (c-Jun N-termindlis kinaz) vagy mas



néven SAPK (stressz aktivalt protein kinaz) emlitk INK tehat
stresszkindz, amely az UPR egyik jelatviteli utyana az IRE-1
(inositol-requiring enzyme 1) stressz receptoronre&ztil is
aktivalodik. A foszforilalt, aktiv JINK az IRS-1-€inzulin receptor
szubsztrat 1) szerin oldallancon foszforilalja, ayaiolja e jelatviteli
fehérje inzulin-receptor altali tirozin foszforiiégt. Ily modon sérdil
az inzulinjelpélya, és az inzulin bekdtse nem tud keéllmérteki
glukézfelvétel-fokozodast, illetve glikoztermeléstigst kivaltani.
Tobb gyogyszer is forgalomban van, melyek az
inzulinrezisztencia megjelenésekor, a tovabbi rgmlés a 2-es
tipusu diabétesz kialakulasat mégeinden adhatd. Az egyik ilyen
gyoégyszer a metformin. Ez a biguanidok csoportjdhaozo
hatdbanyag csokkenti a maj glukdztermelését, sarkant izom
glukozfelvételét, igy megé&ti a hiperglikémia kialakulasat.
CsOkkenti az éhséget, és segqiti a sulycsokkenésatolj& a
glikoneogenezist és a mitokondrialis sejthalaltyiEdehetséges
targetje a mitokondrium légzési lancanakéekomplexe. Emellett
azonban U] hatbéanyagok keresése is fontos inzalsmtencia
esetében, melyek lelideg kevésbé okoznak gyomorpanaszokat, és a
vese-, tld- és szivbetegek is szedhetik, ugyanisdagsetiikben a
metformin egyik mellékhatasaként felléphet a tegsawacidozis.

Tejsavas acidozis soran megemelkedik a vérben asaviej



koncentracidja, ami a fiziolégias pH-t savas iramyhlja el. Ez adott
esetben sulyos, akar életveszélyes allapotodidéahet.

Egyre nagyobb teret kezd nyerni a célzott jelterapnely
sordn a stressz hataséra aktivalodott pélyak eggikészelektiv
gatlasa torténik. llyen példaul az IRS-1 szerinzfoslacidjanak
gatlasa kozvetlenul, vagy kdzvetetten a INK gatl&shesztil.

Az igy hatd szerek segitenek a megbomlott egyensuly
allapotok helyreallitdsaban, ugyanakkor nem védtoztk azon, hogy
az elhizas altal okozott metabolikus betegségekbztik a 2-es
tipust diabétesz — megeEse és kezelése &srban a helyes

életmad kialakitasan (megfedalliéta, testmozgas) alapul.



Ceélkitizések

Mivel a 2-es tipusu cukorbetegségben szehbedegek szama
folyamatosan & fontosak azon kutatasok, melyek a betegség
gyogyszeres kezelésére iranyulnak. A célzott s eljarasok
egyre inkabb tért hoditanak. Erdésésink kozéppontjaban [
sejtekben kialakulé lipotoxicitas €s lipoapoptozadlt. Ennek
vizsgalatara alkalmas sejtes  modellrendszerben nkika
tanulmanyozni az ismert antidiabetikum, metformimotektiv
hatdsat, illetve ezzel 6sszefliggésben az ER-stesssieges gatlasat.

E kisérleteinkhez RINm5F patkany izulindbma sejtdkasznaltunk,
melyekben a lipotoxicitast albuminhoz konjugalt rp#éht

segitségével valtottuk ki.

Kiemelt figyelmet forditottunk a JNK-aktivacio ésrészben
ennek kovetkezményeként kialakulé IRS-1 Ser307fodacio
jelenségére, ami az inzulin-jelatvitel zavarat és Peasejtek
karosodasat éidézs egyik legfontosabb tény&z A metformin
hatasainak tanulmanyozasa mellett,Baejt-lipotoxicitas modell
felhasznalasaval célzottan e mechanizmus gatlasdkalmas
vegyuletek kifejlesztésétiiztiik ki célként. A tesztelni kivant
gyogyszerjeldlt kinazgatlok &tetes szelektalasahoz HEK293



human vese sejteket hasznaltuk, és ennek soraR&4 1Ser307-

foszforilaciot a INK anisomycin altali aktivalasépaovokaltuk.
Munkank soran tehat alabbi specifikus célokat kivtarelérni:

Kideriteni, hogy védi-e a metformin Besejteket lipotoxicitas és
lipoapoptazis ellen.

Feltarni, hogy befolydsolja-e a metformin pasejtekben kifejtett
lipotoxicitas soran fellép UPR részjelenségeit.

Azonositani olyan gyogyszerjelolt molekulakat, aye&l a
lipotoxicitds hatasara &od IRS-1 Ser307-foszforilacié hatékony
gatlasa réven antidiabetikus hatéanyagok kifejéssaiek alapjaul

szolgalhatnak.



Modszerek

RINmM5F patkany inzulindma sejtek életképességéipdltuk
tripankék-kizaras  segitségével albuminnal-konjugatialmitat
kezelést kovéen. Az éb (tripankéket kizard) és halott (tripankéket

felvett) sejtek szamlaldsat automata sejtszamléi@geztik.

Vizsgaltuk, hogy miként hat a palmitat az apopt@is
valamint a nekrézisra inzulindbma sejten Annexin{ues Staining
Kit segitségével, fluoreszcens mikroszkopia alkathsaval. A
foszfatidil-szerint prezentald, igy annexint adesa@id apoptotikus
sejtek zoOld fluoreszcencia, mig a propidium-jodidtlvevs
nekrotizald sejtek piros fluoreszcencia alapjan nasithatok. A
duplan jelébds (pirosan és zolden egyarant fluoreszkald) sejteket
nekrotikusnak tekintettik. Kisérletenként legalad®00 sejtet
szamoltunk le, majd a kapott eredmeényi@khpoptozis indexet,
valamint nekrézis indexet szamoltunk (apoptotikagy nekrotikus
sejtek / 6sszes sejt x 100).

Poliakrilamid Gélelektroforézist (PAGE) kovein Western
blottal vizsgaltuk az ER stressz hatasara aktivalodPR
részjelenségeit anisomycin valamint palmitat keselkdveten
HEK293 illetve RINm5F sejteken. Valamint néztiuk atfarminnak,



referencia- és Ujonnan szintetizalt kinaz inhilwigrak az ER

stresszre, valamint apoptozisra gyakorolt hatasat.

Vizsgaltuk az XBP-1 mRNS hasitasat lipotoxicitagaso
inzulinéma sejteken. Az RNS-mintak reverz trangmidjaval RT-
PCR Kit SuperScript Ill fist-strand Synthesis Systhasznalataval
cDNS-t allitottunk e. A hasitott és hasitatlan XBP-1 szekvenciak
(421 és 447 bp) PCR-el lettek felsokszorositva XBRense
(patkany) és antisense (egér, patkany) primerekRedof High-
Fidelity DNS Polimeraz Kit segitségével. A PCR-tékmaket PEG-
precipitacioval tisztitottuk, és koncentracidikatarddrop 1000
Spektrofotométer segitségével hataroztuk meg. Atitidt PCR-
termékeket (200 ng) FastDigest PStl-gyel inkubaltukely a
hasitatlan XBP-1 szekvenciakban 2 fragmenst (1532%% bp)
eredményeznek, mig a hasitott valtozat nem vagédildA PCR-
termékek azonos mennyiségeit agardz gélelektrakuélz
valasztottuk el, és a fragmenseket etidium-broragitségeével tettik
lathatova.

A Western-blotok eredményeit Image Quant 5.2-axynam
segitségével végzett denzitometralassal szadsrtik. a
statisztikai szignifikancia vizsgalatot ANOVA ,Tuks multiple
comparison post hoc test’-el végeztik. A 0,05 alattértékeket

tekintettiik szignifikans kilonbségnek.



Eredmények

Palmitat indukalt apoptozis RINm5F sejtekben

A metformin lipotoxicitassal szembeni \dthtasat RINm5F
patkany inzulinoma sejtvonalon kivantuk vizsgalsz albuminnal
konjugalt palmitatot 50uM-os koncentraciéban adtuk a sejtekhez
azon tanulmanyok alapjan, melyek ugyanezt a sejiabimasznaltak

a lipotoxicitas vizsgélatahoz.

A sejtek pusztulaséat tanulmanyoztuk az apoptézesrekrdzis
megkulonboztetésével, amihez Annexin-V-Fluos StgjinKitet és
fluoreszcens mikroszkopiat hasznaltunk (1. abrapr® elteltével
kozel megharomszorozddott az apoptdzis index. Oabeyadva a
metformin nem fejtett ki hatast a sejteken, azonpalmitatkezelt
sejteknél mind 10 uM, mind 100 pM-os koncentraciban
szignifikAnsan csokkentette az apoptozist egészekezeletlen
kontroll szintjére. Ugyanakkor sem a palmitatnakems a
metforminnak nem volt hatasa a sejtek nekrézisanakékeére (1.

abra).
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Metformin hatasa a palmitat altal indukalt ER-stresszre

Az ER-chaperonok indukalasa jelletnxelejardja az UPR
jelenségének, ezért az ER-stressz gyakran alkatmamokerének
tekinthet. Kisérleteinkben két &f ER-chaperont vizsgaltunk
lipotoxicitds soran Western blot segitségével (Brap Mind a
GRP78 vagy masik nevén BiP, mind a PDI mennyiséggriitt a
palmitatkezelt mintakban a kontrollhoz képest, amtimutatja, hogy
a lipotoxicitas ER-stresszel jart a sejtekben. bretin egyidej
alkalmazasa mindkét chaperon fehérje indukciojékkmsntette, és
100 pM-os metformin  kezelés hatdsara mindkét chaperon

mennyisége a kontroll szintjén maradt (2. abra).
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2. abra: ER chaperonok, GRP78 és PDI indukcidja



JNK-aktivalédas és IRS-1 Ser307-foszforilacio
gatloszereinek szelektalasa

A Vichem EVL molekulakényvtarakbdl kivalogatott JNK
gatlék el$dleges siréséhez a kinaz anisomycinnel val6 — széles
korben alkalmazott és jol dokumentalt — aktivalaakapuld modellt
alkalmaztunk HEK293 human vese erdédébroblaszt sejteken. A
gatlas pozitiv kontrolljaként az irodalombdl ismeRI-78D3
hatéanyagot vélasztottuk, és mindeneétteennek hatékonysagat,
illetve koncentraciofuggését teszteltiik rendszeoénk

A kivalogatott referenciamolekuldk, valamint az nijan
szintetizalt szarmazékok JNK-, c-Jun- és |IRS-1 @&Ar3
foszforilaciora gyakorolt hatasait 8kent tehat az anisomycin-kezelt
HEK293 sejtekben vizsgaltuk egyarant 10 uM-os
végkoncentracioban. Varakozasunknak megelehddon, efs
korrelaciot figyelhettink meg a JNK és a c-Jun flogtacidjanak
gatlasa esetében. A JNK és az IRS-1 foszforilacakamertéke
(vagyis a P-JNK és a P-IRS-1 Ser307 denzitdsa)barokevesbé
szoros 0Osszefliggést mutatott a vizsgalt gatlészesekében, ami
Osszefluigghet azzal, hogy az IRS-1 fehérjét toblrirddeaz is
foszforilalja.
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Az elsh sZirésben tesztelt, 6sszesen 57 molekulabdl tizeitkett
valasztottunk ki tovabbi kisérletekhez. A valogakégeriumaként
65% alatti JNK-foszforilaciot, valamint 15% alatlRS-1 Ser307-
foszforilaciot jeloltink meg. Az e feltételeknek gfelels
vegyuletek mind 2,6-diszubsztitualt 7-oxo-pyridgd2l]pyrimidin

magstruktarajuak voltak.

Szelektalt gatldészerek vizsgalata lipotoxicitas-maalben

Az anisomycinnel kezelt HEK293 sejteken hatékonynak
bizonyult géatloszereket a biolégiai szempontbol evéhsabb
lipotoxicitasi sejtmodellben is megvizsgéltuk. RINRM patkany
inzulinoma sejtekben — korabban leirt modon - aibhor
konjugalt palmitattal (50QuM) valtottunk ki stresszt, és a tizenkét
féle géatloszer (10pM) JINK- és IRS-1 Ser307-foszforilciora
gyakorolt hatasat 8-6ras kezelést idtan Western blot analizis
segitségével vizsgaltuk (3.abra). Két vegyillet & 18 jeh)
hozzaadasakor észleltiink iged®e(54% és 59%-0s mértidkgatlast
a JNK-foszforilacié vonatkozasaban. Ez a két hatagrelents —
meglehet kulonbdz mérteki (58%, illetve 93%-0s) — gatlast

eredményezett az IRS-1 Ser307-foszforilaciobarEisiekes, hogy
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az IRS-1 Ser307-foszforilaciot még harom tovabbsgalt vegyiilet,
nevezetesen a 14-es, a 20-as és a 21iessjbhtasosan (61%, 87%
és 96%-kal) csokkentette, holott ezek a foszfdarilK szintjére

nem hatottak hasonlé mértékben (3. abra).
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3. &bra: Lipotoxicitas altal indukalt IRS-1 Ser307-
foszforilacio gatlasa RINmM5SF sejtekben



Kovetkeztetések

Munkank alapvét célja a lipotoxicitds €és lipoapoptozis,
illetve az ezekkel szorosan Osszeftiggs az inzulinrezisztencia
kialakulasdban kozponti szerepet jatsz6 IRS-1-todatio
csokkentésére alkalmas hatéanyagok vizsgalata volt.

Az albuminhoz konjugalt palmitattal kezelt RINm5&tkény
inzulinbma sejtvonalon egyrészt az ismert antidiben,
metformin effektusat teszteltilk a sejtek életképgssaz apoptozis
meértéke, valamint az ER-stresszyssege vonatkozasaban. Kulon
figyelmet forditottunk a kdzponti stresszkinaz Jalktivalodasara és
az IRS-1részben ennek tulajdonithaté Ser307-fasatajara.
Megallapitottuk, hogy

. A metformin kivédte a palmitat altal indukalt apépist, amit

a kaszpaz-3 aktivdlodasanak jetentcsokkenése is jelzett, mig a
nekrdzis mértekére nem volt hatassal.

. Metformin alkalmazéasa jelefgen enyhitette a lipotoxicitas
részekeént fellép UPR tobb részjelenségét, igy az elFPERK
mikodéséhez kothétfoszforilacidjat és az XBP-1 mRNS-ének IRE-
1-fugy, jellegzetes hasitasat, illetve a IJNK, az IRS-13@&
valamint a c-Jun IRE-1-en keresztll inicializaloidé&zforilaciojat.
Ezekkel 6sszhangban, ugyancsak gatlodott metfojetenlétében
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az ER-chaperon PDI és GRP78 indukcibja, és nensaudrban a

proapoptotikus CHOP terntelése.

Az albuminhoz konjugalt palmitattal kezelt RINmM5F
inzulindbma sejtek modellként szolgaltak olyan malék
teszteléséhez is, amelyek az IRS-1 Ser307 fosabadjh és ezaltal
az inzulinrezisztencia, illetveB-sejthalal kivédésében hatékony
gyogyszerek kifejlesztéséhez jarulhatnak hozza. ish&m EVL
molekulakdnyvtarabol referenciamolekulakat, majdviasgalatok
soran ezek UOjonnan szintetizalt modosulatait — dssr 57
potencialis JNK-gatlét — $rtiink anisomycinnel kezelt HEK293
sejtekben a JNK-aktivalédasra, illetve az IRS-1 38@r

foszforilaciojanak mértékeére kifejtett effektusulgan.

. A tizenkét szelektélt molekula kozul 6t esetébenlef$ink
szamotte¥ gatlast az IRS-1 Ser307-foszforilacio vonatkozasaks
ezek kozul négy jeleésen csokkentette a JNK-foszforilacio
mértékét is. Ezek a hatdanyagok antidiabetikus gyzeyfejlesztés
igéretes kiinduldé molekulai lehetnek, ezért indbokdabvabbi

vizsgalatuk, beleértve in vivo hatdsossaguk tanmjmzasa is.
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