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1. BEVEZETES

1.1. A nem-alkoholos zsirmaj

Az elhizds és a hozza kapcsolédé megbetegedések a leggyakoribb és a legnagyobb kihivést
jelentd allapotok kozé sorolhaték a XXI. szazad medicindjdban. Az obesitas kovetkeztében kialakul6
egyik legfontosabb anyagcserezavar az inzulinrezisztencia, mely a mdjban torténd triglicerid
lerakddast kiséri. Az igy 1étrejovo zsirmdj (non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD) a méjbetegségek
leggyakoribb formdja a fejlett tdrsadalmakban. A nem-alkoholos zsirmdj klinikopatholdgiai
fogalomként gyakorlatilag az egyszerli triglicerid lerakddastdl (steatosistl) a gyulladassal kisért
zsirmdjon (non-alcoholic steatohepatitis, NASH) keresztiil egészen a fibrosisig, cirrhosisig (cryptogen
cirrhosis), végsd esetként hepatocellularis carcinomdig (HCC) terjed. Klinikai jelentségét a fentiek
mellett gyakorisaga is aldhtizza: az USA-ban a kéros mdjfunkcids tesztek leggyakoribb oka a zsirmadj,
mely a népesség 10-24%-4ndl, mig a NASH a népesség koriilbeliil 2-3%-4anal fordul el6. A nem-
alkoholos zsirmdj olyan anyagcsere-betegségek hepaticus megjelenési formdja, melyekre az obesitas,
hyperinsulinaemia, inzulinrezisztencia, illetve hypertriglyceridaemia jellemzd: ekként, a nem-
alkoholos zsirmdj a metabolikus szindréma részjelensége. Pontos pathogenesise csak részleteiben
ismert. Jelenlegi ismereteink szerint a betegség kialakuldsdban fontos szerepe van a mijban zajlé
lipidperoxidaciénak, az adenozin-trifoszfat (ATP) készlet csokkenésének, valamint a Kupffer-sejtek és
a mitokondriumok miikodési zavardnak. A progresszid leirasdban elsdként Day és James vetették fel a
,.kettds csapds” modelljét. Az elgondolés alapjan az elsd 1€pés a hepatocytdk cytoplasmdjdban torténd
lipid depozicid, mely az inzulinrezisztencia kialakuldsat kiséri. A mitokondriumokban zajlé B-oxidacié
tulterheltsége folytdn bekovetkezd triglicerid akkumulédcié kitlind alapot teremt a sulyosabb,
progressziv mdjbetegség kialakuldsdhoz, mely a fokozott oxidativ stresszel jaré mdsodik csapéds
kovetkeztében jon 1étre.

Az obesitas kovekeztében kialakul6é inzulinrezisztencidt hyperinsulinaemia, a méj fokozott
gliikéztermelése és csokkent felhasznéldsa jellemzi. A hormonszenzitiv lipdz aktivitdsdnak fokozdddsa
kovetkeztében nagy mennyiségli szabad zsirsav (free fatty acid, FFA) dramlik be a mdjba. A hepaticus
zsirsavfelvételi rdta nem szabdlyozott, ennek kovetkeztében proporciondlisan koveti a plazma FFA-
koncentricidjat. A felvett zsirsavak egyrészt a mitokondriumokban oxiddlédva ATP-termelésre
hasznélédnak fel; masrészt, trigliceriddé észterifikdlva raktdrozédnak a mdjban. Emellett a very low
density lipoprotein (VLDL) képzddésében, annak szekréciéjaban vehetnek részt. Az inzulin és a
gliikéz egymdstdl fiiggetleniil, de szinergikus moddon, transzkripciés faktorok (sterol regulatory
element-binding protein-1c: SREBP-1c; és carbohydrate response element binding protein: ChREBP)
segitségével a gliikoztobblet zsirsavakkd torténd 4talakitidsat fokozzdk. A harmadik, a zsirmdj
kialakuldsaban résztvevd transzkripciés faktor a peroxisome proliferator activator receptor-y (PPARY),
melynek mennyisége az inzulinrezisztencidval, steatosissal jaré d4llatmodellekben markansan

emelkedik, bar annak mechanizmusa, hogy a PPARy miként segiti el6 mdajban torténd triglicerid



depoziciét, még nem teljesen tisztdzott. A fokozott zsirsavszintézis kdvetkezményeként fokozodik a
malonil-CoA produkcidja, mely gétolja a karnitin-palmitoil transzferdz-1 (CPT-1) aktivitasat, igy a
mitokondriumba torténd zsirsavfelvétel csokken. Ennek kovetkeztében, mind a nagy mennyiségben
bedramld, mind pedig az tjonnan képzddott zsirsavak elsddlegesen trigliceridekké észterifikdlédnak,

és csokken az amugy is tulterhelt mitokondrialis B-oxidaci6 sebessége.

1.2. A nem-alkoholos steatohepatitis

Az oxidativ stressz a prooxiddns és antioxiddns tényezok kozotti egyensuly eltoléddsa
kovetkeztében jon létre. A zsirmdjban domindléan szinglet oxigén, szuperoxid-anion, hidrogén-
peroxid és hidroxiradikdlok alkotjdk a reaktiv oxigéngyokoket (reactive oxygen species, ROS). A
zsirsavoxidacié a ROS-termelés jelentds tényezdje: a mitokondridlis B-oxidacié a 1égzési lancon
keresztiil, a peroxiszomalis B-oxidacié az acil-CoA oxiddzon keresztiil, a mikroszémalis ®-oxidacid
pedig a citokrém P450 enzimrendszer segitségével jarul hozz4 az oxidativ stresszhez. A tobbszordsen
telitetlen zsirsavak (polyunsaturated fatty acid, PUFA) rendkiviil érzékenyek a ROS altal generalt
lipidperoxidaciéra, melynek kovetkeztében kiilonbozd aldehidek, igy hidroxinonenal (HNE) és
malondialdehid (MDA) keletkeznek. Ezek onmagukban is toxikusak, valamint szabadon diffundalnak
az extracellularis térbe, ezdltal tdvolabbi sejteket is képesek kirositani. A reaktiv oxigéngyokok és a
toxikus aldehidek ATP- és nikotinamid-dinukleotid depléciét, DNS-karosodast, fehérje denaturaciét,
glutation depléciét és membrandestrukciét okozva jarulnak hozza az oxidativ stresszhez és a
sejthaldlhoz, valamint fokozzdk a proinflammatorikus citokinek szekréciéjat, ezéltal a neutrofilek
kemotaxisat. A ROS és lipidperoxidacids termékek fibrosishoz vezetnek a kollagéntermeld Ito-sejtek
(hepatic stellate cells, HSC) aktivicigjan keresztil. A humian NASH-ben is megfigyelhetd a
lipidperoxidacios termékek emelkedett szintje.

A mitokondridlis funkcidzavar szintén jellemz6 a nem-alkoholos steatohepatitisre. Olyan
ultrastrukturdlis valtozdsok figyelhetok meg a mitokondriumokban, melyek az oxidativ foszforil4cid,
illetve az elektron transzport lanc (electron transport chain, ETC) aktivitdsanak csokkenésére, valamint
ATP depléciora utalnak. Ha az elektrondramlds megakad, vagy lelassul az ETC valamelyik pontjan,
akkor a lanc megel6zd tagjai az elektronokat kozvetleniil a molekularis oxigénre képesek atadni,
szuperoxid-aniont, vagy hidrogénperoxidot produkalva. Ahogy a mitokondriumok oxidativ kapacitisa
kezd kimeriilni, a citoszolikus zsirsavak felhalmozodnak és a zsirsavoxidacié alternativ
(peroxiszémalis és mikroszomadlis) dtvonalai aktivdlddhatnak, ezzel is tovdbb fokozva az ROS-
termelést. A létrejové HNE és MDA a mitokondridlis membran zsirsavait tdimadva tovabb rontjak az
ETC miikodését, valamint az apolipoprotein B molekula proteolizisét elsegitve gatoljdk ragcsalékban
a VLDL-szekrécidt, ezdltal hozzdjarulva a méjban torténd triglicerid akkumul4cidhoz.

Obes ragcsalokon végzett kisérletekbdl ismert, hogy a steatosist kronikus gyulladds kiséri a
mdjban, melyet a hepaticus NF-«B (nuclear factor kappa B) aktivitasa jellemez. A fokozott NF-kB

aktivitds bizonyos citokinek (tumor necrosis factor alpha: TNF-a; interleukin-6 és -1B: IL-6, IL-1p)



szintjének emelésén keresztiil a Kupffer-sejteket aktivalja. A citokinek a NASH 06sszes jellemzdjének
létrejottében szerepet jatszanak, igy a hepatocytidk necrosisdban és apoptosisdban, a neutrofilek

kemotaxisaban, a HSC-k aktivalasdban és a Mallory-testek kialakuldsédban is.

1.3. Az uncoupling protein-2 (UCP2)

Az uncoupling (szétkapcsolds; a mitokondrium belsé membranja koriil felépiild proton
gradiens és az ATP-termelés szétvalasztdsa) mdr régdta csabito teriilete az elhizds kezelésének. 1961-
ben kozolte Peter Mitchell azéta mérfoldkdvé valt kemiozmotikus elméletét, mely az oxidativ
foszforil4dcié és a mitokondridlis energiatermelés kérdésével foglalkozott. A gliik6z és a zsirsavak
oxidécidjdbol szdrmazé redukdlt szubsztrdatok dltal leadott elektronok végighaladnak az elektron
transzport lancon, mig végiil a molekularis oxigént vizz¢ redukaljak a citokrém c oxiddz (komplex IV)
segitségével. A végighaladds sordn felszabadulé energia a protonok mitokondridlis matrixbdl az
intermembran térbe irdnyuld transzlokacidjara hasznalddik fel. Az igy 1étrejovo elektrokémiai gradiens
(mitokondridlis membrangradiens, A¥Ym) kovetkeztében 1étrejovd proton visszadramlds az ATP-
szintetdzon keresztiil energiatermelésre hasznalddik fel.

Ismert, hogy az oxidativ foszforilacié sohasem 100%-os hatdsfoku, azaz az elhasznalt oxigén
egy része — a protonok visszacsorgdsa kovetkeztében — nem haszndlédik fel ATP-termelésre, és
héenergia formdjaban szabadul fel. A protoncsorgds a mitokondridlis bels§ membran sajitossigai
mellett (bazalis proton konduktancia) specidlis karrier proteinek miikodésébol adddik (indukalhaté
proton konduktancia). Ezt a funkcidt a barna zsirszovet mitokondriumaiban az uncoupling protein
(UCP, vagy thermogenin, késébbi nevén UCP1) latja el, igy a hideghez valé adapticidban,
thermogenesisben nélkiilozhetetlen a szerepe.

1997-ben két, egymastdl fiiggetleniil dolgozé munkacsoport klénozta az UCP2-t. Génje
egerekben a 7-es kromoszémén, emberekben a 11ql13 szintetikus régidba lokalizdlt. A humdn
UCP2 fehérje 308 aminosavbdl 4ll, 33 kDa molekulasilyd és aminosav-szekvencidja 59%-os
homolégidt mutat az UCPI1-gyel. Az UCP2 szerkezete igy igen hasonlé az UCP1-hez, valamint
meglehetdsen konzervalt a kiilonb6zd fajokban. A tobbi mitokondridlis karrier fehérjéhez hasonléan
az UCP2 is hat a-helixet tartalmaz, melyek a mitokondrium bels membranjdba agyazottak, ahol a
fehérje homodimerként funkciondl. Fenti homoldgia alapjan kézenfekvd lenne, hogy az UCP2 jelentds
szerepet jatszik a thermogenesis szabdlyozdsdban. Azonban az UCP2 iltal medidlt protoncsorgds
fiziol6gids szerepe a mai napig vita tirgya, élesztOkben példdul csak nagysdgrenddel az élettani
koncentraciét meghaladéan indukal protoncsorgast. Az UCP2 kiilénb6z6 mennyiségben gyakorlatilag
az Osszes szovetben detektdlhatd, expresszidja ugyanakkor egy-két nagysdgrenddel kisebb, mint az
UCP1-€ a barna zsirszovetben: ennek kovetkeztében az UCP2 lényegesen kisebb mértékben jarul
hozza a protonok mitokondrialis matrixba torténd visszacsorgdsdhoz. Szintén ismert, hogy az ucp2 gén
ablacigjaval 1étrehozott UCP2-knockout (UCP2-KO) egerek nem hiznak el és alapanyagcseréjiik

gyakorlatilag véltozatlan marad.



A fehérjét el6szor leir6 munkdk az UCP2 mRNS-ét szamos szovetben detektaltdk, dm az
expresszié mértékét kiillondsen magasnak taldltdk az immunrendszer sejtjeiben, szoveteiben, igy a
thymusban, 1épben és a makrofdgokban. Felismerték, hogy az UCP2 mRNS és a fehérje szintje nem
mindig korreldl, igy a transzlacids regulédcio jelentds lehet. A gyakorlatilag ubiquiter jelenléte ellenére,
az egészséges mdjban az UCP2 expresszidja jellemzden a Kupffer-sejtekre korlatozédik, mig a
hepatocytdkban nagyon alacsony, vagy nem detektdlhatdé mennyiségben van jelen. Jelenlegi
ismereteink szerint a fehérje az alabb részletezett funkcidkat latja el (1. dbra):

1. limitalja a reaktiv oxigéngyokok képzddését,

2. csokkenti a sejt ATP-termelését,

3. befolyassal van a zsirsav-anyagcserére.

intermembrdn tér

| I » proton gradiens (A¥Ym)

+ + l l
f T H* H*
:[ 1égzési linc (ETC) _w_

S

héenergia

NADH H,O0 ADP
T ROS ATP

zsirsavak
gliikéz

mitokondrium mdtrix

1. dbra: Az UCP?2 feltételezett hatdsai a mitokondrium belsé membranjaba dgyazottan

1. Az UCP2 csokkenti a reaktiv oxigéngyokok képzodését: Amennyiben tdl sok redukald
szubsztrat 4ll rendelkezésre (pl. obesitas, diabetes, hirtelen nagy fogyds kovetkeztében), a respirdcios
lanc nem képes 1épést tartani a kindlattal és maximdlis ATP-szintézis mellett megcsappan a sejt
adenozin-difoszfat (ADP)-készlete. Az igy létrejové mitokondridlis hiperpolarizacié kdvetkeztében az
ETC sebessége lelassul. Az elektronok torl6désa a szuperoxid-anionok keletkezésének kedvez, mivel
megné azon mobil elektronkarrierek féléletideje, melyek az oxigén parcidlis redukcidjat, és
szuperoxid-termelést hoznak létre. Fentieket alapul véve az UCP2 4ltal mediélt protoncsorgds (tin.
,»mild uncoupling”) kedvezd hatdsu, mivel — az ADP jelenlététdl fiiggetleniil — csokkenti a proton
gradienst és elOsegiti a 1égzési lanc zavartalan mitkodését, igy visszafogja a szuperoxid képzddését és

a sejtekre hdrul6 oxidativ stresszt. Az UCP2 és a ROS kozott reciprok Osszefiiggés is igazolddott: a



szuperoxid, vagy terméke a matrixban kozvetleniil serkenti az UCP2 aktivitdsat és igy a
protonkonduktanciét.

2. Az UCP2 csokkenti a sejt ATP-termelését: Amennyiben a protonok mitokondridlis matrixba
torténd visszadramldsa nem az ATP-szintetdzon keresztiil, hanem az UCP2 segitségével valdsul meg, a
sejtek ATP-termelése csokken. Mivel az ATP-szint gyors ingadozasait a metabolikus rita viltozaséaval
nehézkes lenne biztositani, igy a proton gradiens és az ATP-szintetdz alternativ tton val6 szabdlyozasa
kézenfekvé megoldds. A mechanizmus egyik érdekes megnyilvanuldsa az, ahogyan a pancreas [3-
sejtjeinek inzulintermelését az UCP2 aktivitdsa negativan befolyésolja.

3. Az UCP2 szabdlyozza a zsirsav-anyagcserét: A protontranszport mechanizmusa
részleteiben még nem tisztazott, de kétségtelen, hogy a hepatocytdkban az UCP2 expresszidja
rendkiviil alacsony, d4m a plazma FFA-emelkedésével jaré dallapotokban, illetve steatosisban
szignifikdnsan emelkedik. Ez megerdsiti azon feltételezést, hogy a fehérje szerepet jatszik a zsirmaj-
betegség pathogenesisében. Leptindeficiens ob/ob egerek mdjdban az UCP2-szigndl (mRNS és
fehérje) szignifikdnsan magasabb a sovdny 4llatokhoz viszonyitva. A fehérje 4ltal képviselt
protonkonduktancia szorosan szabdlyozott: purin nukleotidok gitoljak, mely gatldst a zsirsavak
feliilvezérlik, amikor a hidegre adott valaszként az adrenerg beidegzés kdvetkeztében az intracellularis
triglicerid raktdrakbdl FFA-kidramlds jon létre. Jelenleg széles korben elfogadott, hogy aktivacid
nélkiil az UCP2 nem mukddik proton transzporterként. Az aktivicidban zsirsavak és lipid-peroxidok is

részt vesznek valdszintileg ugy, hogy attorik a purin nukleotidok gatl6 hatasat.

1.4. Az UCP2 és a nem-alkoholos majbetegségek

Feltételezhetd, hogy az UCP2 aktivitdsa el0segiti a zavartalan zsirsav-oxidaciot, kiillondsen a
szubsztratok tilkindlata, obesitas esetén. Mds szdval, a zavartalan lipidkatabolizmus — legaldbbis
bizonyos élettani koriilmények mellett — megkovetelheti az UCP2 jelenlétét. Az egészséges maj UCP2
expresszidjat sikeriilt a Kupffer-sejtekbe lokalizalni, mig a parenchymads sejtek UCP2-szignalja alig
detektdlhaté. Ugyanakkor zsirmdj-betegségben a parenchymds madjsejtek UCP2-expresszidja
jelentésen fokozddik. A mdjban felhalmozédé lipidek nem semlegesek, igy a kialakuld zsirmdj
lényegesen sebezhetObbé valik, mely a ,mdsodik csapdasnak” késziti eld a talajt. A fokozott
zsirsavbedramléds kovetkeztében jelentkezd ROS-produkcié a madjszovetet jelentdsen kdrositja. Azt
gondolhatnank, hogy az UCP2-expresszié fokozdddsa a hepatocytdkat megvédi az oxidativ stressz
kéros hatédsaitol, ugyanakkor ragcsalok zsirmajaban a fehérje fokozott expresszidja ellenére az oxidativ
stressz jelentds. Megemlitendd, hogy a humén zsirmdj és steatohepatitis UCP2 expresszidjardl adatok
csak mérsékelt mennyiségben dllnak rendelkezésre: immunhisztokémiai vizsgalatok alapjan az UCP2
szigndlja fokozott, mely korreldl a betegség sulyossdgaval. Bar ugy tiinik, hogy a zsirmdjban az UCP2
fehérje expresszidja nemcsak fokozddik, hanem funkciondlisan is aktiv, nincs egyértelmii bizonyiték
arra, hogy a fehérje jelentsen limitdlva a reaktiv oxigéngyokok termelését, gatolnd a steatohepatitis

kialakuldsat. Ennek ellenére egy érdekes jelenség képes megmagyardzni eme paradoxont. Eszerint



zsirmdj-betegségben, a hepatocytdkban megfigyelhetd UCP2 expresszié fokozdddst parhuzamos
expresszié csokkenés kiséri a makrofagokban, és rokon sejtjeikben, a Kupffer-sejtekben. Fentiek
alapjdn, ha az UCP2 valdban gétl6é hatassal van a reaktiv oxigéngyokok produkcidjara NASH-ben, a
betegségben megfigyelhetd fokozott ROS-termelés sokkal inkdbb a Kupffer-sejtekben megfigyelhetd
csokkent fehérjeexpresszioval, mintsem a hepatocytdkban bekovetkezd szignédlfokozéddssal
magyardzhaté. A fenti negativ szabdlyozds, mely a makrofidgokban megfigyelhetd, eddig csak az
endotoxinra adott vdlaszban nyert bizonyitast.

Fentiek mellett, cryptogen cirrhosisban az obesitas fiiggetlen prediktora a hepatocellularis
carcinomdnak, illetve az obesitas Oonmagaban egyéb daganatok incidencidjit is fokozza. A HCC
eléforduldsi gyakorisdga ob/ob egerekben is gyakoribb. Feltételezik, hogy nem a fibrosis, hanem az
inzulinrezisztencia maga lehet az oka NAFLD-ben a mijrak kialakuldsanak. Az apoptosis
szabdlyozasidban a mitokondriumok kdzponti szerepet jatszanak: mig az intrinsic utvonal elsdsorban a
metabolikus kisikldsokra és az intracellularis oxidativ stresszre reagdl, addig az extrinsic ut a
sejtfelszini sejthaldl-receptorokon (pl. Fas, masik nevén CDO95) keresztiil valdsul meg. A folyamat
sordin a pro-apoptoticus bcl-2 proteinek oligomerizdcidja és mitokondriumokba torténd
transzlokdcidja, a kiils6 mitokondridlis membran dteresztoképességének fokozdddsa és a
protongradiens megsziinése kovetkezik be, melyet intermembran proteinek (pl. citokrém c) citoszolba
torténd kidramldsa, majd a kaszpazok aktivacidjdnak eredményeként a sejt szétesése kovet. A reaktiv
oxigéngyokok emelkedett szintje daganatsejtekben ismert. Az UCP2 a mitokondrium
membréanpotencidljdnak valtoztatdsdval, a ROS- és ATP-termelés befolydsoldsaval elvileg a folyamat
barmelyik pontjdn be tud avatkozni a sejthalél folyamatdba, valamint szerepe lehet az eleve emelkedett
oxidativ stresszel rendelkez6 daganatsejtek kiilonbozd kornyezeti koriilményekhez torténd

adaptacidjdban; ezdltal — az UCP2-expresszi6 fokozdsaval — a sejtek tulélési elonyhoz juthatnak.

1.5. A statinok pleiotrop hatasai

Az obesitashoz rendkiviil gyakran tdrsul hyperlipidaemia, melynek kezelése a hosszitdva
ischaemids szovOdmények elkeriilése végett alapvetd. Régota ismert, hogy a 3-hidroxi-3-metilglutaril
koenzim A (HMG-CoA) reduktdz non-steroid inhibitorai (a statinok) a koleszterin bioszintézis
kulcsenzimjét gétoljadk. A koleszterinképzddés csokkenését a sejtfelszini LDL-receptorok
mennyiségének emelkedése kiséri, melynek kovetkeztében a keringésbdl nagyobb mennyiségben
veszik fel a sejtek a koleszterint. A HMG-CoA reduktdz gatlokkal végzett nagy esetszdmu klinikai
vizsgdlatok sordn azt tapasztaltdk, hogy néhany alkalommal kedvezObb volt a haldlozds és a
kardiovaszkularis események el6forduldsdnak gyakorisiga, mint ahogy az a lipidcsokkentd hatds
alapjan vérhat6 lett volna. Ez arra utal, hogy ezen gydgyszereknek a lipidcsokkentésen kiviil egyéb
kedvezdé hatasaik is vannak, melyeket Osszefoglalé néven pleiotrép hatdsoknak neveziink. Ilyen
hatasnak tartunk minden olyan véltozast, mely a HMG-CoA reduktdz gatld szedésével fiigg 6ssze, de

nem feltétleniil direkt dton, azaz a lipidszintek befolydsoldsan keresztiil érvényesiil. Emellett szélnak



azok az érvek is, miszerint a statinoknak kimutathaté plakkstabilizald hatdsuk alakul ki viszonylag
hamar, a koleszterin szintjének szignifikdns csokkentése elott.

A statinok a koleszterinszint csokkentésén til — tobbek kozott — javitjdk az endothel
diszfunkci6t, csokkentik a thrombocyta aktivaciot és a thromboxdn képzddését, csokkentik a leukocyta
adhéziot, gatoljdk a C-reaktiv protein (CRP) proinflammatoricus hatdsit. Antioxidans hatdsuk mellett
stabilizaljak az atheroscleroticus plakkokat, illetve lassitjdk az Alzheimer-kor progresszigjat is.

A statinok a HMG-CoA reduktdz gétldsaval nem csak a koleszterin szintjét csokkentik, hanem
a nem-koleszterin jellegi mevalonat metabolitok termelését is redukaljdk. Ezen izoprenoid
metabolitok (pl. farnezil-pirofoszfat, geranil-geranil-pirofoszfat) a sejt szigndltranszdukcids
folyamataiban résztvevd kis guanozin-trifoszfat (GTP)-kotd fehérjék (Rho, Ras) poszttranszlacids
modositasaban (prenilizacidjaban) vesznek részt. A kis GTPazok prenilizacidja biztositja ezen fehérjék
kovalens kapcsolatat, szubcelluldris lokalizaciéjat é€s membranhoz kotdédését, azaz az inaktiv
citoszolikus alak aktiv, membranhoz k&tott formdjanak kialakuldsit. A Ras és Rho fehérjék fontos
szubsztratul szolgdlnak a prenilizicidhoz, igy a statinok kitlind célpontjai lehetnek: a HMG-CoA

reduktdz gatlok fent emlitett nem-lipid hatdsai a kis GTP-kot6 fehérjék gatlasan keresztiil alakulnak ki.

1.6. A statinok hatasa a daganatképzodésre

A statinok gétoljdk a sejtproliferaciét és apoptosist indukdlnak, ezaltal a daganatndvekedést in
vitro és in vivo is hatrédltatjdk, mely hatdsukat allatkisérletekben és humdn malignomdkban is
bizonyitottdk. Ezen kiviil atherosclerosisban és daganatképz6désben a statinok kemopreventivnek
bizonyultak egyéb anyagokkal egyiitt adva. A mevalonat ciklus gatldsaval hozhaté Osszefiiggésbe
antitumor hatdsuk, mivel a ciklus mindkét nem-koleszterin jellegli f6 molekuldja, a farnezil- és a
geranil-geranil-pirofoszfét is a sejtproliferdcié és sejthaldl folyamatdnak szabalyozdsaban vesz részt.
Az izoprenoidok bizonyos sejtfehérjék (pl. laminin, G-fehérjék és a kis GTP-koto proteinek) éréséhez
sziikségesek. Az izoprenoidok novekedés-szabdlyozé fehérjék membranlokalizacidjdban és
kovetkezményes aktivacidjdban is részt vesznek, valamint emlds sejtekben sziikségesek a sejtciklus S-
fazisdba torténd belépéshez is. Emellett a statinok — szintén a mevalondt ciklusba beavatkozva —
gdtoljék az attétképzddés folyamatat is, mely a Rho alcsaldd geranil-geranildlt fehérjéi termelésének
gdtlasan keresztiil valésul meg. KésObbi vizsgilatok eredményei alapjdn a statinkezelésben nem
részesiild hyperlipidaemids betegekben a colon-, prostata- és a hdgyhdlyagdaganat prevalencidja
magasabbnak bizonyult a kezeltekhez képest. Bar a statinok fenti hatdsai klinikai alkalmazdsuk
szempontjabdl igen fontos, de még mindig csak korldtozott mennyiségii informécid ll rendelkezésre
ezen gyogyszerek daganat- és 4ttétképzOdésre gyakorolt hatdsarél. Szintén nem tisztazott, hogy a
kiilonb6zé molekularis struktirdgjd HMG-CoA reduktdz inhibitorok valéban hasonlé médon és

mértékben hatnak-e a tumor- és attétképzddés folyamatara.



1.7. A fluvastatinrol

A fluvastatin egy nyilt gy(riit tartalmazd, szintetikus HMG-CoA reduktaz inhibitor, melyet az
1990-es évek Ota haszndlnak a hyperlipidaemia, atherosclerosis kezelésében. Gétolja az érfalban
elhelyezkedd simaizomsejtek proliferacidjat, valamint human pancreas daganatsejtek invazivitdsat is
csokkenti a RhoA-medidlt geranilgeranilacié gitldsdn keresztiil. Humdn makrofigokban gétolja a
szoveti faktor felszabaduldsidt és igy az atherosclerosis progresszidjat. Csokkenti a leukocytdk
endothelhez torténd adhézidjat patkdnyokban, ezédltal mérsékli a gyulladdsos vélaszt. Gatolja a low-
density lipoprotein (LDL) oxid4cidjét és a szuperoxid termelését is.

A fluvastatin — az atorvastatinhoz hasonléan — 4-fluorofenil-jellegli molekula. Feltételezik,
hogy kémiai struktirdjidhoz és lipofil karakteréhez kothetd antioxiddns, valamint nitrogénmonoxid-
szintetdzt aktivdlo hatdsa is. A gydgyszer madjszelektiv, in vivo hatékony adagjai rdgcsdlokban a

lovastatinhoz hasonldak. Magyarorszdgon 40 és 80 mg-os kiszerelésekben van forgalomban.

2. CELKITUZESEK

2.1. Az UCP2 és az akut majkarosodas

Jelen munkdm egyik célja az UCP2 akut majkarosodasra kifejtett szerepének tisztdzasa volt
kisérletes koriilmények kozott. Ezaltal a fokozott UCP2-expresszid ,karos hatdsait”, igy a sejt
energiatermelésének csokkentését; mind pedig a ,,j6tékony hatdsokat”, igy a ROS-termelés
csokkentését is tisztdzni kivantuk. Tanulmanyunkban az akut karosoddst Jo2-antitest intraperitonedlis
adésaval valtottuk ki UCP2-t expresszal6, valamint UCP2-deficiens leptinhidnyos obes (ob/ob:ucp2™*
és ob/ob:ucp2”) egerekben. Az antitest d6zisfiiggé médon Fas-receptoron keresztiili hepatocelluldris
destrukciét és fulmindns mdjelhalast képes kivéltani. Megfigyeltik a kiilonb6zd doézisu
intraperitonedlis anti-Fas injekcidk utdn az UCP2-re vad tipusd, valamint UCP2-knockout elhizott
termelést, ill. ATP-raktarakat. Mivel a majban szamos kiilonbozd sejttipus (hepatocyta, Kupffer-sejt,

Ito-sejt, endothel) is taldlhato, célkitlizésként a fenti kérdések megvalaszoldsa mellett arra a kérdésre is

vdlaszt kerestiink, miszerint hogyan valtozik a mdj egyes sejttipusaiban az UCP2 regulécidja.

2.2. A fluvastatin hatasa a hepatocellularis carcinoma fejlédésére

Az obesitashoz rendkiviil gyakran tarsuld hyperlipidaemia kezelésében a statinok alapvetd
fontossdgiak. A koleszterinszint csokkenésén kiviil dn. pleiotrép hatdsaik is vannak, melyek a
sejtproliferdcioban résztvevé mevalonat metabolitok termelésének csokkentésén alapulnak. Gétoljak a
sejtproliferaciot és apoptosist indukdlnak, bar még mindig csak korlatozottan 4ll rendelkezésre
informdci6 ezen gyogyszerek daganat- és attétképzddésre gyakorolt hatdsardl. Célul tiiztiik ki, hogy a

fluvastatin tumorellenes, daganatfejlédésre gyakorolt in vivo hatdsait megvizsgéljuk, ezaltal igazolva



ezen gyogyszer pleiotrép hatdsat. Munkankhoz patkdnyok vesetokja ald implantélt hepatocellularis
daganatsejteket haszndltunk, és bizonyitani kivantuk a kiilonbdzd dézisokban adott fluvastatinnak a

neoplasma fejlédésére gyakorolt kemopreventiv és terdpids hatasait.

3. MODSZEREK

3.1. Az egerek kezelése

Az ucp?2 gén roncsolasat és az UCP2-knockout egerek létrehozdsat kordbban leirtdk (Zhang C,
et al. Cell 2001; 105:745-755). Az ucp2 és ob génre heterozigéta (ucp2 +/- és ob +/-) egereket
kereszteztilk a kettds heterozigétdk létrehozdsa érdekében. Eldbbieket Dr. Bradford Lowelltdl
(Harvard Medical School, Boston, MA) kaptuk, utébbiakat a Jackson Laboratories-tdl (Bar Harbor,
ME) rendeltilk. A kettds heterozigétdk paroztatdsa kovetkeztében kettds homozigétikat
(knockoutokat) nyertiink, melyekben az UCP2 fehérje nem detektalhat6; valamint a leptin hidnya
kovetkeztében az éllatok elhiznak, mdjukban sulyos steatosis alakul ki. Ezen, 8-18 hetes kettds
homozigéta (ob/ob:ucp2”) obes néstény egereket, illetve szintén obes, de UCP2-t expresszil6
(ob/ob:ucp2*”*) néstény tarsaikat hasznaltuk. A genotipizalast az egerek farkabdl emésztéssel nyert
DNS segitségével végeztiik, az irodalomban mar ismertetett médon (Zhang C, et al. Cell 2001;
105:745-755 és Chung WK, et al. Obes Res 1997; 5:183-185).

Az allatokat egy alkalommal intraperitonedlis Jo2 antitesttel (BD PharMingen, San Diego,
CA) oltottuk be alacsony (0,15 mg/ttkg), vagy nagy doézisban (0,4 mg/ttkg). A kontroll &llatokat
szintén intraperitonedlisan, fiziol6gids séoldattal injektéltuk. A szérum alanin-aminotranszferdaz (ALT)
aktivitdsokat 24 6rdig kovettiik, hacsak az 4llatok hamarabb el nem haltak. A vért a farokvéndbdl,
vagy — pentobarbitdl anesztéziat kovetden — szivpunkcidval nyertiik. Az egerek mdjat egészben kivéve
azt két részre osztottuk: az egyiket folyékony nitrogénben azonnal lefagyasztottuk, a masik
mdjdarabkdt szovettani vizsgdlatra haszndltunk fel. Az Osszes, dllaton végzett in vivo kisérletet a

Rhode Island Hospital (Providence, RI, USA) etikai bizottsdga hagyta jova.

3.2. Szovettani vizsgalatok

A méjszdvetet egy éjszakdn at 4% paraformaldehidet tartalmazé PBS-ben (phosphate-buffered
saline) fixaltuk 4°C-on, majd dehidrdldst kovetden paraffinba dgyaztuk és mikrotommal 4 pm
vastagsagu szeletekre vagtuk. A mdjban lezajlé apoptosist és necrosist hagyomanyos hematoxylin-
eozin festéssel, illetve ,.terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated nick-end labeling” (TUNEL)
assay segitségével vizsgaltuk (ApopTag Plus Peroxidase, Serologicals Corp., Norcross, GA). A
genotipus ismerete nélkiill megszdmoltunk minden 100 hepatocytira esé TUNEL-pozitiv apoptoticus
sejtmagvat, dallatonként legalabb 2000 mdjsejtet vizsgdlva. Az apoptosis és necrosis kozos

megitéléséhez a TUNEL-képeket digitalizaltuk (MicroPublisher 3.3 RTV, Qimaging, Burnaby, British
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Columbia), és a peroxidaz festddés teriiletét és intenzitdsit egy konstans optikai denzitdssal rendelkezd
hattér felett rogzitettiik szoftver segitségével (Image Pro Plus 5.1, MediaCybernetics, Silver Springs,
MD). Az igy kapott integralt optikai slriiséget (IOD, integrated optical density) Onkényes
egységekben (AU, arbitrary units) adtuk meg. Az alland6 optikai koriilményeket az sszes morfologiai

vizsgalatndl megtartottuk.

3.3. DNS fragmentacios vizsgalat

Az apoptosisra jellemzd DNS fragmentdciét a gyorsitott apoptoticus DNS-létra protokoll
(accelerated apoptotic DNA laddering protocol) mdédositott véltozatdval vizsgdltuk. A mdjszovetet
lizis pufferben (50 mmol/l Tris-HCL, pH 7,5; 1% NP-40, 20 mmol/l EDTA) homogenizaltuk, majd a
lizdtumot 5 percig 16000g-n, 4°C hOmérsékleten ultracentrifugaltuk, majd a feliildsz6t fenol-
kloroform-izoamilalkohol 25:24:1 ardnyd (pH 7,4; 0,5 ml) elegyében extrahdltuk. A DNS-
fragmentumokat a folyadékfazisbol 50 pl 3 mol/l natrium-acetit (pH 5,2), 1 pl nukledzmentes
glikogén (Roche, Mannheim, Németorszag) és 0,6 ml izopropanol segitségével precipitaltuk. Miutdn 5
percig jégen tartottuk, a precipititumot 4°C-on 12900g-n 10 percig centrifugdltuk. 70%-os etanollal
torténd mosas utdn a pelletet Tris-EDTA pufferben rekonstitudltuk és a DNS-koncentricidt
spektrofotometridval detektaltuk. A DNS egyenld mennyiségeit RnaseOne (Promega, Madison, WI)
segitségével emésztettiik, majd 6tszorés mennyiségli Orange G festéket adtunk a mintdkhoz és a DNS-

fragmentumokat 1,8%-os TAE agaréz gélelektroforézis utdn vizualizaltuk.

3.4. Biokémiai mérések

A sz€rum ALT aktivitdsdnak meghatdrozdsahoz kereskedelmi kitet hasznéltunk (Infinity ALT
Reagent, Sigma, St. Louis, MO). Az oxidativ stressz becsléséhez a malondialdehid (MDA)
mennyiségének meghatdrozdsat végeztik el, mely a lipidperoxiddcié végterméke. A nitrogénben
lefagyasztott m4jmintdt 1 térfogatszdzalék butil-hidroxitoluént tartalmazé fiziol6gids sdoldatban
homogenizdltuk, majd az MDA-t kereskedelmi kit (Bioxytech MDA-586, OxisResearch, Portland,
OR) segitségével hataroztuk meg. A mdjszovet ATP-tartalmat szintén a mdjdarabka homogenizédldsa
(20 mmol/I glicin, 50 mmol/l MgSO,, 4 mmol/l EDTA tartalmu pufferben; pH 7,75) utan mértiik meg,
luciferin-luciferdz alapti lumineszcencids vizsgélattal (ATPLite Luminescence ATP Detection System,
Perkin-Elmer Life Sciences, Boston, MA). A tébbi kémiai reagenst a Sigmdat6l (St. Louis, MO)

rendeltiik.

3.5. Western blot

A madjdarabokat lizis pufferben (30 mmol/l Tris, pH 7,5; 2 mmol/l EDTA, 150 mmol/l NaCl,
0,1% SDS, 1% NP-40, 10% glicerol, 0,5 % Na-dezoxikoldt + protedz inhibitorok (Complete Mini
EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, Roche, Indianapolis, IN) prepardltuk. A lizitumok
fehérjekoncentraci6jait a BCA Protein Assay Reagent Kit (Pierce Biotechnology, Rockford, IL)

11



mértilk. A fehérjeket 10%-os SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel valasztottuk szét, majd
nitrocelluléz membrdnra (Perkin-Elmer) transzferdltuk. A blotokat poliklondlis nyul anti-Fas
antitestekkel (1:1000, Abcam, Cambridge, MA) rogzitettiik. A tormaperoxiddzzal jeldlt szekunder
antitesteket végiil elektron-kemilumineszcencids (ECL, Perkin-Elmer) mddszerrel vizualizaltuk,

kontrollként B-aktint hasznaltunk.

3.6. Majperfuzio és sejtszeparacio

A parenchymds (parenchymal cell, PC) és nonparenchymds (nonparenchymal cell, NPC)
sejteket 8-12 hetes UCP2-t expresszald ob/ob és vékony, vad tipusi (wt/wt) egerek méjabol nyertiik, a
modositott Van Harken-szerinti in situ kollagendz perfuziés mddszerrel. Az éllatok pentobarbital
anesztézidja utdn laparotomiabdl a portalis vénat kaniildlva 10 percig 20 mmol/l gliikdzt és 0,1 mmol/I
EGTA-t tartalmazé Krebs-Ringer (KRB) oldattal, majd tjabb 10 percig kiegészitett KRB-vel (20
mmol/l gliikéz, 1,37 mmol/l CaCl,, 150 U/ml I-es tipust kollagenidz - Worthington, Lakewood NJ)
perfundéltuk 2-3 ml/perc sebességgel. A PC frakcié kinyeréséhez ezutin a mdjat eltavolitottuk az
allatbdl, felapréztuk, 70 pum-es sziirén (BD Falcon, San Jose, CA) atszirtiik, majd 5 percig 50g
sebességgel lecentrifugéltuk; a feliiliisz6 ledntése utdn a hepatocytak alkotjak a pelletet.

Az NPC frakci6 kinyeréséhez az 4tsziirt majlizatumot djabb tizperces emésztési 1€péssel (100
U/l kollagendz, 0,02% pronaz és 0,005% DN4az) egészitettiik ki. Filtrdlas és centrifugdlds utdn (mint
fent), a nyers NPC-t tartalmazé feliildszét tjabb 10 percig 1000g-n centrifugdltuk és az iiledéket
iodixanolban (Opti-Prep, Axis-Shield, Norton, MA) reszuszpenddltuk, 17% iodaxinolt és GBSS-t
(Gray’s balanced salt solution) egymadsra rétegezve. 15 perces centrifugdlds (500g) utdn a két oldat
kozotti hatarrétegbe keriil6  NPC-frakciot GBSS-ben reszuszpenddltuk. A sejtek életképességét
tripankékkel ellendriztiik, folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, majd az oldatokat -80°C-on taroltuk
tovébbi felhaszndlasig. A késobbi PCR-vizsgalatokhoz az RNS-t a PARIS Kit (Ambion, Austin, TX)

segitségével extrahdltuk.

3.7. Laser capture microdissection (LCM)

Az egereket 24 o6rdval a m4j kivétele eldtt a farokvénan keresztiil fiziol6gids séoldatban
szdzszorosdra higitott, 200 pl steril India-festékkel injektaltuk. A laser capture technikdt Arcturus
Autopix automata LCM-rendszerrel végeztik. A Kupffer-sejteket (KC) semleges széntartalmuk
alapjan detektaltuk a lefagyasztott majszeletekben, mintdnként kb. 500-at. Az elfogott sejtekb6l RNS-t
vontunk ki a PicoPure RNS-izol4ciés kit (Arcturus, Mountain View, CA) segitségével. Az RNS
mindségét Agilent Bioanalyser segitségével ellendriztiikk, melynek feloldoképessége 200 pg/ ul. A
real-time PCR-hoz a teljes kivonat 50-100%-4t haszndltuk, visszafelé &tirva Sensiscript RT kit

(Qiagen) segitségével, ugy, hogy reakcionként kevesebb, mint 50 ng RNS-t hasznéljunk.
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3.8. Real-time PCR

A vizsgélatokat iCycler iQ Multi-Color Real Time PCR Detection System (Bio-Rad, Hercules,
CA) segitségével végeztiik. Az egér-UCP2 azonositdsdhoz egy referenciaplazmidot hoztunk létre, a
gén egy 929 bazispar (bp) hosszusdgu fragmentumjdnak felszaporitdsdval (elére: 5’-GAT CCA TAT
GGT TGG TTT CAA GGC CAC-3’; reverz: 5’-ATG AAG CTT TCA GAA AGG TGC CTC CC-3°),
majd ezt pCR2.1 vektorba klénoztuk, referenciagénként a TATA-box binding protein (TBP) génjét
hasznéltuk. A teljes hossziisagi egér-TBP génjét (957 bp) amplifikéltuk (forward primer: 5’-ATG
GAC CAG AAC AAC AGC CTT C-3’; reverz: 5’-CTA TGT GGT CTT CCT GAA TCC CTT T-3°),
és szintén pCR2.1-be klonoztuk. Az UCP2 és TBP higitdsi sorait hasznalva vettiik fel a standard
gorbéket. Az UCP2 felszaporitasdhoz 45 ciklust alkalmaztunk: 15 mésodperces denaturdcié 95°C-on,
30 masodperces hokezelés 60°C-on, majd extenzié 30 masodpercig 72°C-on. 0,4 umol/l végsd
koncentriciéban alkalmaztuk az intron-spanning primereket (elére: 5’-AGC CCT TGA CTC TCC
CCT TG-3, visszafele: 5’-GCA TTG CAG ATC TCA TCA CTT TCC-3’, 51 bp amplikonhossz). A
TBP vizsgélatdhoz a reakcidelegy 0,6 pmol/l intron-spanning primert tartalmazott (forward: 5’-ACT
TCG TGC AAG AAA TGC TGA A-3’, reverz: 5’-TGT CCG ZGG CTC TCT TAT TCT CA-3’, az
amplikonhossz 75 bp volt). Minden mintabdl duplikatumot futtattunk és az UCP2 mennyiségét a minta

TBP-tartalmara normalizaltuk.

3.9. A patkanyok kezelése és a fluvastatin adagolasi médszerei

A daganatellenes hatdsokat 150-200 grammos him FLF, (F344 x FE) hibrid patkdnyokon
tanulmdnyoztuk. Az 4llatokat hagyomdnyos laboratériumi koriilmények kozott tartottuk, félszintetikus
eledel (LATI, Godollo) mellett ivovizet kaptak. A human terdpids adagok alapjan 0,5 mg/ttkg, 2
mg/ttkg és 20 mg/ttkg fluvastatin (Lescol®, Novartis) dézisokat allapitottunk meg. A gyégyszert 0,5
ml kukoricaolajban szuszpenddltuk és gyomorszonddn keresztil napi egy alkalommal, feliiletes
éteranesztéziat kovetden adtuk be. Az elsd csoportban a statint a daganatsejtek beiiltetésével egy
idében kezdtiik el adni 5, 10, illetve 15 napig. A mdsodik csoport a gydgyszert 21 nappal a
tumorimplantécié eldtt kezdte el kapni, majd a daganat beiiltetésekor a statint felfiiggesztettiikk. A
harmadik csoportban (a fentieket kombindlva) az dllatokba 21 napos fluvastatin adagolédst kovetden
tiltettiik be a tumorsejteket, majd ezt kovetden is folytattuk a gydgyszer addsat. Kisérleteink sordn
egyetlen dllat sem hullott el. Vizsgalatainkat az etikai kovetelményeknek megfeleléen, egyetemiink

Allatkisérletes Etikai Bizottsiga jévahagyasaval végeztiik.

3.10. Daganatindukcio

A hepatocellularis carcinomat beltenyésztett ujsziilott F344 patkdnyokban hoztuk 1étre,
fiziol6gids sdoldatban oldott 125 pg dimetil-nitr6zamin (Sigma No.77561) intraperitonealis addsaval.
A kifejlédott daganatot az allatok 5-7 hdénapos kordban tdvolitottuk el, majd a tumorsejteket steril

koriilmények kozott izoldltuk. Az eltdvolitott daganatszovetet apré darabokra vagtuk, homogenizaltuk
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és milanyaghalon keresztiil atsziirtiik. Az igy kapott He/Del4 tumorsejteket folyékony nitrogénben
taroltuk. Implanticié eldtt a sejteket M 199 médiumban szuszpendaltuk és higitottuk. A daganat

novekedési iitemét 5, 10, 15 nappal a beiiltetést kovetden hatdroztuk meg.

3.11. A Gelaspon korongok elékészitése

A tumorsejtek beiiltetéséhez zselatinszivacs korongokat (Gelaspon®, Germed, Germany)
hasznéltunk. Az 1 mm vastag, 4 mm 4tmérdjli korongokat etilénoxiddal tortént sterilizalds utdn egy
héten beiil felhasznéltuk: beiiltetés el6tt a daganatsejt-szuszpenziob6l 1 pl-t cseppentettiink a

szivacskorongra.

3.12. Sebészeti médszerek

A patkdnyokat éterrel anesztetizaltuk, majd a lumbalis régiét leborotvaltuk. Uzvolgyi
moédszere alapjan a bal vesét felkerestiikk, majd a tumorsejteket tartalmazé Gelaspon korongot a
vesetok ald behelyeztiik. A jobb vesetok ald — kontrollként — steril, daganatsejteket nem tartalmazoé
korongot implantéltunk, majd a sebet zartuk. A beiiltetést kovetd 6tddik, tizedik és tizendtddik napon
az éllatokat ismételten anesztetizaltuk és mindkét vesét eltavolitottuk. A szervek tomegét megmérve
kiszamoltuk a kiilonbséget a tumoros és a nem-tumoros vese kozott. A tumortdmeg nem haladta meg a

patkdnyok testtomegének 10%-it.

3.13. Statisztikai modszerek

A kisérleteink sordn kapott adatok statisztikai 0sszehasonlitdsat Student-féle nem pdarositott t-
teszttel, vagy tobbszords Osszehasonlitdsok esetén varianciaanalizis, ANOVA (one-way analysis of
variance) segitségével végeztiik. Az Osszefiiggések vizsgdlatdhoz Fisher-féle valdszinliségszamitast,
Mann-Whitney-féle U-tesztet és binomidlis szamitdst végeztiink. Szignifikdns kiilonbségnek a p<0,05
szintet tekintettiik, a mérési adatokndl az 4tlagértéket és annak kozepes hibdjat (dtlag =+ SEM) adtuk
meg. A statinnal végzett vizsgilatokhoz szintén ANOVA varianciaanalizist haszndltunk, melyet
Bonferroni-féle t-teszttel is kiegészitettiink. Szignifikédns kiilonbségnek a p<0,05 szintet tekintettiik, a

mérési adatokndl az 4tlagértéket és a standard deviaciot (atlag + SD) adtuk meg.

4. EREDMENYEK

4.1. Az UCP2 hianyanak hatasa a tilélésre
A kisdézisi Jo2 antitest-injekcié nem okozott elhulldst az ob/ob:ucp2” egerek kozott, mig az
ob/ob:ucp2*”* dllatok koziil egy hullott el 24 6ran beliil. Ezzel szemben a nagydézisi antitest beaddsa

mindkét csoportban az 6sszes allat 24 dran beliili elhulldsat okozta mindkét csoportban. Ugyanakkor
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az utébbi esetben, az obes UCP2-knockout egerek tilélése szignifikdnsan hosszabbnak bizonyult a

szintén elhizott, de UCP2-t expresszalo tarsaikéndl (571+81 perc, vs. 390+50 perc; p<0,05).

4.2. Transzaminaz aktivitasok

Az alacsony dézist injekciét kovetden az ob/ob:ucp2*”* allatok ALT aktivitisa minden
vizsglt iddpontban magasabbnak bizonyult ob/ob:ucp2” tarsaikéndl (kezdeti: 60,8%10,1 vs.
46,1+£25,7 TU/L; 2 6ra utan: 449,5 + 150,0 vs. 111,5+36,8 IU/L; 12 ora elteltével: 896,3+285,2 vs.
348,7£119,9 TU/L). A 0,4 mg/ttkg dézisu Jo2 beaddsa utan gyorsabban és magasabbra emelkedd ALT-
szinteket mértiink, melyek azonban kevésbé voltak kifejezettek az ob/ob:ucp2” egerek esetében
(kezdeti: 99,1+49,8 vs. 93,8+45,9 IU/L, 1 6ra mulva: 447,4+344,6 vs. 227,8+119,2 IU/L; 2 ¢6ra
elteltével: 2968,9+2761,9 IU/L vs. 907,4+382,3 TU/L).

4.3. Szovettani eredmények hematoxilin-eozin festéssel
Kisdézisi injekcid utdn szdmos apoptoticus sejt volt azonosithatd, azonban kevesebb
elvaltozast taldltunk az ob/ob:ucp2” egerek majaban. 0.4 mg/ttkg adag beaddsa utdn massziv

haemorrhagids necrosis jott létre mindkét genotipusi, de féleg az ob/ob:ucp2™*

egerek majaban.
Kevésbé kiterjedt elhalds volt megfigyelhetd az ob/ob:ucp2” egereknél, kiilonosen a periportalis tér
megkiméltsége volt feltiind. A fizioldgids sdoldattal injektalt kontroll dllatok k6zott sem elhaldst nem

észleltiink, valamint ALT-szintjeikben és szovettanukban sem észleltiink valtozast.

4.4. Fas-medialt majsejtelhalas

A séoldatot kapott egerek esetében a kiindulé hepatocellularis apoptoticus rita alacsonyabb
volt az ob/ob:ucp2” egyedekben. A 0,15 mg/ttkg d6zisd Jo2 injekcié jelentdsen emelte az apoptosis
ratat, 4m ez kisebb mértékiinek bizonyult az obes, UCP2-KO egerek esetében. Ezek az eredmények
korrelalnak az ob/ob:ucp2” dllatoknal megfigyelt alacsonyabb transzaminéz értékekkel. A 0,4 mg/ttkg
doézisu Jo2 fulmindns méjkarosodast okozva drdmaian emelte az apoptoticus sejtek szamat, melyekkel
parhuzamosan konflualé necroticus teriileteket is megfigyeltiink, melyek szintén TUNEL-pozitivnak
bizonyultak. Ezen aredkon beliil szdmos sejt difftiz festddési mintdzatot mutatott a necrosisnak
megfeleléen, szemben az apoptosisra jellemzd sotét, zsugorodott sejtmagokkal. A TUNEL-pozitiv
sejteket megszamolva kijelentheté, hogy a hepatocellularis apoptoticus rita az ob/ob:ucp2**
egerekben szignifikdnsan magasabb kiinduldskor és kisd6zisi Jo2 addsa utdn is, szemben az
ob/ob:ucp2'/ " dllatokban észleltekkel (kezdeti: 2,37+0,64 vs. 1,53%0,55 apoptotikus sejtmag/latémezo;
kisdézisud antitest utan: 35,40+6,07 vs. 16,18+3,72 apoptotikus sejtmag/latomezd). Ez a tendencia volt
megfigyelhetd a nagyddzisu injekcié addsa utan is (101,0+£22,0 vs. 54,0+£10,3 apoptosis/latdémezd), 4m
ez a kiilonbség mar nem volt szignifikdns (p=0,086).

Mivel a nagyddzisu Jo2 injekci6 utdn apoptosisra és necrosisra utald jeleket is észleltiink, a

hepatocellularis sejtelhalds mértékének megitélésére a szovettani mintdk képanalizisét végeztiik el. A
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vizsgélat alapjan megallapithatd, hogy a 0,4 mg/ttkg d6zisi Jo2 szignifikdnsan enyhébb karosodast
okozott az ob/ob:ucpZ’/’ egerek mdjaban (895,13+100,75 vs. 449,62+104,47 AU).

A programozott sejthalél folyamata energiaigényes, ezzel szemben a sejtek energiakészletének
csokkenése inkabb necrosisra hajlamosit. fgy arra a kovetkeztetésre juthatnank, hogy az obes UCP2-
KO egerek majdban a sejtek ATP-raktdrai megkiméltebbek, ezdltal a sejtelhalds domindlé formdja
inkédbb az apoptosis. Ezzel szemben az apoptosis egyik kulcsfolyamatanak, a DNS fragmentacidjanak
vizsgélata azt mutatta, hogy a létraképzédés — Gsszehasonlitva az ob/ob:ucp2*’* éllatokkal — kisebb
mértékii az ob/ob:ucp2” egerekben. Ez a kiilonbség mind a kis-, mind pedig a nagydézisi antitest

injekci6 beadésa utdn megfigyelhetd.

4.5. Fas-expresszio
Ismert, hogy diétaval kivéltott obesitasban szenvedd egerekben a Fas expresszidja fokozddik,
mely hozzdjarul a Fas-medidlt mdjkarosoddshoz. Ezért immunoblottal meghatiroztuk a Fas

expresszibjat az ob/ob:ucp2” és ob/ob:ucp2™*

egerekben is. Mivel kiilonbséget nem taléltunk, ez arra
utal, hogy nem a Fas-expresszié megvéltozdsa okozta az ob/ob:ucp2” egerek enyhébb

majkarosodasat.

4.6. A hepaticus ATP-raktarak valtozasai

Az ATP mennyisége a séoldatot kapott UCP2-knockout és azt expresszald obes egerekben
hasonlé volt (0b/0b:ucp2+/+ VS. ob/ob:ucpZ’/’ egerek: 1,432+0,189 vs. 1,086+0,131 nmol/mg protein).
Ez a megfigyelés nem meglepd azon vizsgélatok tiikkrében, melyek azt igazoltdk, hogy az UCP2
bioldgiai hatdsai a fehérje aktivdcidjakor lesznek nyilvanvalokka. A kisdézisu Jo2 injekcidt kdvetden a
m4dj ATP-tartalma lényegében véltozatlan maradt, ezzel szemben nagyddzisi antitest-injekcid addsat
kovetden az ATP-raktarak drdmaian csokkentek a mdjban, melyre az aktiv UCP2-nek egyértelmii

hatdsa volt: a moribund ob/ob:ucp2” egerekben a mij rezidudlis ATP-tartalma hiromszorosa volt a

2+/+ 2+/+

hasonlé éllapotu ob/ob:ucp vs. ob/ob:ucp2” egerek kis dozis

utdn: 1,090+0,303 vs. 1,652+0,349 nmol/mg protein; nagy ddézis utdn: 0,139+0,024 vs. 0,448+0,167

allatokhoz képest (ob/ob:ucp

nmol/mg protein).

4.7. Az oxidativ stressz valtozasa

Feltételezésiinknek megfeleléen, a Jo2 novekvd adagjai szignifikdns emelkedést okoztak a
mért lipidperoxidécids termék, a malondialdehid mennyiségében. Meglepd mddon ugyanakkor, az
UCP?2 hignyénak nem volt szignifikdns hatdsa a mdjszovetben mért MDA-szintekre (ob/ob:ucp2™* vs.
ob/ob:ucp2'/' egerek so6oldat utdn: 0,405+£0,031 vs. 0,486+0,080 nmol/mg protein; kis dézis utdn:
0,688+0,191 vs. 0,775+0,090 nmol/mg protein, nagy dézist kdvetden: 0,903+0,081 vs. 0,900+0,140
nmol/mg protein). Ez a megfigyelésiink azonban nem 4&llt 6sszhangban azon el6zd vizsgalatokkal,

melyek az UCP2 hidnydban fokozott ROS-termelést irtak le (példaul Blanc J, et al. Circulation 2003,
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107:388-390 és Duval C, et al. Biochem Cell Biol 2002; 80:757-764). Ezt az ellentmonddst tjabb
kisérletekkel probéltuk feloldani.

4.8. Az UCP2 expresszidja ob/ob egerek hepatocytaiban és a Kupffer-sejtekben

A fehérje-expresszi6 sejtspecifikus valtozésait kideritendd, UCP2-t expresszal6 leptindeficiens
ob/ob egerekbdl és ezek nem elhizott, leptinre vad tipusi (wt/wt) tarsaibdl in situ majperfuzids
modszerrel parenchymads (PC) és nonparenchymds (NPC) sejtfrakcidkat nyertiink. Az ob/ob egerekbdl
nyert PC frakci6ban az UCP2 mRNS-expresszidja szignifikdnsan magasabb volt (4,80+0,965 vs.
15,463+2,516). Ezzel ellentétben, az ob/ob egerekbdl nyert NPC frakcioban az UCP2 expresszidja
szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyult w#/wr tarsaikkal Osszehasonlitva (89,27+22,12 vs.
39,26+£21,34). Az NPC frakci6 azonban nemcsak Kupffer-sejtekbol 4ll, hanem sinusoidalis
endothelsejteket és HSC-ket is tartalmaz, melyekben az UCP2 expresszidjanak mértéke nem ismert.
Az India-festéket fagocitalt Kupffer-sejteket azonositva, azokat LCM-mel 6sszegytijtve, az UCP2
expresszidja ezen sejtcsoportban is szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyult az 0b/ob egyedekben

(28,69+£7,43 vs. 11,71+2,82).

4.9. A tumorimplantacié optimalis koriilményeinek meghatarozasa

A fluvastatinnal végzett vizsgalataink elsé Iépéseként az optimdlis implantdland6
tumorsejtszdimot, majd a daganatfejlédés leméréséhez sziikséges optimdlis id6t hataroztuk meg.
Mindehhez 10°, 10° illetve 10" hepatocelullaris carcinoma sejtet implantaltunk a nem kezelt
patkdnyok bal vesetokja ala. A daganatok fejlodését pedig a sebészeti beavatkozdst kovetden az 5., 10.
és a 15. napon vizsgéltuk. Megéllapithat, hogy tumorndvekedés mar az 6tdodik napon detektélhatd,
mely a maximumadt a tizenotodik napon érte el. Hosszabb iddintervallumokat nem vizsgaltunk, mivel
eldkisérleteink alapjan 15-25 napon beliil mér az éllatok elhulldsaval kellene szamolnunk.

Misrészt, a tumorndvekedés mértéke szerénynek bizonyult 10° sejt implanticidja utan (5.
napon: 0,119+0,02; 10. napon: 0,456+0,07; 15. napon: 3,789+0,56 g/100g testtémeg). Ugyanakkor 10°
daganatsejt beiiltetését kovetéen egy nagysigrenddel tobb (107) sejtet hasznilva mar nem észleltiink
tovébbi szignifikdns novekedést a daganat fejlodési iitemében (5. napon: 0,455+0,07 vs. 0,553+0,11
g/100g testtomeg, p=0,0965; 10. napon: 5,882+1,05 vs. 6,117£1,15 g/100g testtomeg, p=0,2612; 15.
napon: 8,673+1,55 vs. 9,823+1,86 g/100g testtomeg, p=0,0524). Mindezek alapjdn a tovabbi

vizsgalatokat 10° implantalt sejtszimmal végeztiik.

4.10. A fluvastatin hatasa a tumorimplantaciéval azonos idében elkezdve

Az elsd csoportban a daganatsejtek beiiltetésével szimultdn kezdtiik el adni a gyégyszert 0,5
mg/ttkg, 2 mg/ttkg és 20 mg/ttkg dézisokban. A fluvastatin a legkisebb d6zisban adva nem volt
hatassal a tumorndvekedésre (kontrollcsoport tumortdmege az 6todik napon: 0,55+0,1; tizedik napon:

6,54+1,1; tizenotddik napon 7,78+1,5 g/100g testtomeg vs. a kisddzisu fluvastatint kapd allatok
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tumortdmege az 6todik napon: 0,60+0,1; tizedik napon: 5,79+1,2; tizen6tédik napon: 7,56+1,6 g/100g
testtomeg). Kozepes dézisban mar antitumor hatds volt detektdlhatd, mely a tizenotddik nap utdn valt
szignifikdnssd (6todik napon: 0,58+0,1; tizedik napon: 6,11+1,2; tizen6todik napon: 5,87+1,1 g/100g
testtomeg; p<0,001). Ezzel szemben, a 20 mg/ttkg adagban adott fluvastatin mdr a tizedik napon is
szignifikdns csokkenést okozott a hepatocellularis carcinoma novekedési iitemében, mely még
szignifikdnsabbd valt a tizenotddik napon (6todik napon: 0,62+0,1; tizedik napon: 5,21+1,1; p<0,01;
tizen6tddik napon: 4,88+0,9 g/100g testtomeg; p<0,001).

4.11. A fluvastatin hatasa a daganat fejlédésére, 21 napos el6kezelést kovetéen

A maésodik csoport a gyogyszert 21 nappal a tumorimplantacié eldtt kezdte el kapni, majd a
beiiltetéskor a fluvastatint felfiiggesztettiik. Az alkalmazott kondiciok mellett a fluvastatin nem fejtett
ki szignifikans kemopreventiv hatdst a tumor fejlodésére (kontrollcsoport tumortdmege az otddik
napon: 0,79+0,1; tizedik napon: 5,68+1,1; tizenotddik napon: 8,67+1,7 g/100g testtomeg; 0,5 mg/ttkg
fluvastatin csoport tumortomege az o6tddik napon: 0,80%0,2; tizedik napon: 4,68+1,0; tizenotodik
napon: 8,56x1,8 g/100 g testtomeg; 2 mg/ttkg fluvastatin csoport tumortdmege az 6todik napon:
0,83+0,2; tizedik napon: 5,87+1,2; tizenotddik napon: 8,88+1,8 g/100 g testtomeg; 20 mg/ttkg
fluvastatin csoport tumortomege az 6todik napon: 0,77+0,1; tizedik napon: 4,67+1,1; tizenotddik

napon: 8,12+1,6 g/100 g testtomeg).

4.12. A fluvastatin hatasa a tumor fejlodésére, a megel6zé kezelést az implantacio utan is
folytatva

A harmadik csoportban 21 napos fluvastatin adagolast kdvetden iiltettiik be a tumorsejteket az
allatokba, majd ezt kovetden is folytattuk a gydgyszer addsat. A legkifejezettebb daganatellenes
hatdsokat ebben, a kombindlt kezelési sémdt kapd csoportban lehetett elérni. Ekkor méar a kisdézisu
statinkezelés is hatékonynak bizonyult a tizen6tddik napot kovetden, mig a kdzepes és nagy dozisban
adott fluvastatin mindhdrom vizsgalt intervallumot kovetden szignifikdnsan gdatolta a daganat
novekedését (kontrollcsoport tumortdmege az 06todik napon: 0,79+0,1; tizedik napon: 5,72+1,1;
tizenotodik napon: 8,24+1,7 g/100g testtomeg; 0,5 mg/ttkg fluvastatin csoport tumortdmege az 6todik
napon: 0,69+0,1; tizedik napon: 5,31+1,2; tizenotddik napon: 7,21+1,5 g/100 g testtomeg; 2 mg/ttkg
fluvastatin csoport tumortomege az o6tddik napon: 0,61+0,1; tizedik napon: 4,46+0,8; tizenotodik
napon: 5,56+1,1 g/100 g testtomeg; 20 mg/ttkg fluvastatin csoport tumortdmege az 6tddik napon:
0,44+0,1; tizedik napon: 3,53+0,6; tizentodik napon: 2,69+0,5 g/100 g testtomeg).
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5. MEGBESZELES

Az obesitas napjaink egyik népbetegsége. Az elhizdshoz tdrsulé zsirmdj potencidlisan
progressziv betegség, mivel a steatosist a késdbbiekben steatohepatitis, fibrosis és cirrhosis, valamint
hepatocellularis carcinoma kovetheti. A zsirmdj-betegség igen érzékenyen reagdl mindazon
allapotokra, melyek a hepatocellularis energiahomeosztdzist befolyésoljdk, a betegség kialakuldsadban
a reaktiv oxigéngyokok fokozott termelése is alapvetd. Az ATP, illetve a ROS termelésének egyik
fontos modulatora a mitokondrium bels6 membrinjaban elhelyezkedd uncoupling protein-2. Bioldgiai
funkciéi még mindig nem egészen tisztdzottak, de feltételezhetd, hogy a proton gradienst
megcsapolva, azt az ATP-termeléstdl szétkapcsolva a sejtek energiatermelésével versenyez. Emellett a
1égzési lancra nehezedd elektrokémiai gradienst befolydsolva a celluldris oxidativ stressz egyik fontos
szabdlyozdja.

Az egészséges mdjban megfigyelhetd alacsony UCP2-expresszié f6 forrdsa a Kupffer-sejt.
Zsirméj-betegségben azonban a fehérje expresszidja jelentdsen megnd, és dontéen a lipiddel telt
hepatocytdkba lokalizalt. Bar a lipidakkumulaci6 és -peroxidacié az UCP2 funkcidjat feltételezhetéen
befolyédsolja a majsejtekben, de ezen valtozdsok bioldgiai jelentdsége még nem tisztazott. Ugyanakkor
az sem teljesen vildgos, hogy az UCP2-szignil fokoz6ddsa hatdssal van-e a zsirmdj-betegségben
megfigyelhetd hepatocellularis energiaraktar-csokkenésre. Az UCP2 hidnydnak nincs laboratériumi,
vagy szovettani vizsgalatokkal detektdlhaté hatdsa az UCP2-knockout egerekben létrehozott zsirméjra,
mely a fokozott fehérjeexpresszié bioldgiai hatdsdnak hidnydra, vagy hosszitdvi kompenzatorikus
mechanizmusok kialakuldsara hivja fel a figyelmet. Ugyanakkor azt még nem tanulményoztik
kordbban, hogy az UCP2-deficiencia hatdssal van-e az akutan létrejové mdjkarosodésra.

Tanulmdnyunkban az akut kdrosodadst Jo2-antitest intraperitonedlis addsdval valtottuk ki
UCP2-t expresszal6, valamint UCP2-deficiens leptinhidnyos obes (ob/ob:ucp2** és ob/ob:ucp2”)
egerekben. A tilélési vizsgalatainkbdl kiemelendd, hogy nagydézisu (0,4 mg/ttkg) Jo2 beadasat
kovetden az ob/ob:ucp2” egerek tilélése szignifikinsan hosszabbnak bizonyult ob/ob:ucp2**
tarsaikénadl. Az ALT aktivitdsokat — ezzel Osszhangban — konzekvensen alacsonyabbnak mértiik az
elhizott UCP2-KO éllatokban. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az UCP2 hidnya, legaldbbis
részben, védelmet jelent a Fas-medidlt sejtelhaldssal szemben.

Hematoxilin-eozin festéssel szdmos apoptoticus sejt volt azonosithat, azonban kevesebb
szamu és kisebb kiterjedésii elvéltozast taldltunk az ob/ob:ucp2” egerek méjaban akar kis- akér
nagydézisu Jo2 injekcid utdn. A fizioldgids s6oldattal injektélt egerek korében elhaldst nem észleltiink,
valamint ALT aktivitdsukban és szdvettanukban sem észleltiink valtozast. Megfigyeléseink a tulélési
adatokkal korreldlva arra utalnak, hogy az UCP2 hidnya enyhiti a Fas-medialt akut méjkarosodast
leptindeficiens obes egerekben.

A hepatocellularis apoptosis pontosabb megitélése végett tovabbi vizsgdlatokat végeztiink.

Mair a kontroll, azaz séoldatot kapott egerek mdjaban is észleltiik, hogy a kiindulé hepatocellularis

19



apoptoticus réta szignifikdnsan alacsonyabb az ob/ob:ucp2” egerekben. A Jo2 injekcié mar kisebb
dézisban is jelentésen emelte az apoptosis ratat, 4m ez kisebb mértékiinek bizonyult az ob/ob:ucp2”
allatokban. Ezek az eredmények korreldlnak ezen egerekben megfigyelt alacsonyabb transzamindz
értékekkel. A nagyobb ddzisban adott Jo2 antitest fulmindns méjkarosoddst okozott, igy apoptoticus
teriileteket és konfludlé necroticus aredkat is megfigyelhettiink mikroszkdp alatt. A mddszerrel a
kiillonbség utébbi esetben nem volt szignifikdns, azonban képanalizist végezve mar kijelenthetjiik,
hogy a 0,4 mg/ttkg dézisi Jo2 szignifikdnsan enyhébb karosodast okozott az ob/ob:ucp2” egerek
mdjaban. Megfigyeléseinket megerdsitette a DNS fragmentdcié vizsgdlata is. Immunoblottal
igazoltuk, hogy a Fas expresszi6ja kozott nem volt kiilonbség az ob/ob:ucp2” és ob/ob:ucp2™*
egerekben, igy nem ennek viéltozdsa okozta az ob/ob:ucp2” egyedek enyhébb méjkarosodasat.

Az UCP2-knockout és azt expresszdld obes egerek hepaticus ATP mennyisége kdzott nem
volt szignifikdns kiilonbség sem fiziol6gids séoldat, sem pedig kisdézisi Jo2 addsat kovetden. Ez
egyrészt arra utal, hogy az UCP2 expresszidjadnak fokozddasa nem veszélyezteti az ATP szintézist
nyugvoé sejtekben, masrészt a hepatocellularis ATP homeosztizis egyensilyét jelzi; és Osszhangban
van a tulélési megfigyeléseinkkel. A nagyddzisu antitest-injekcié adasat kovetden az ATP raktarak
drémaian csokkentek, de a moribund ob/ob:ucp2” egerekben a mdj rezidudlis ATP tartalma
szignifikansan magasabb, azaz megkiméltebb volt a hasonlé allapoti ob/ob:ucp2*”* allatokhoz képest.
Ezek a megfigyeléseink arra utalnak, hogy a hepaticus energiaraktdrak az UCP2 hidnyaban jobban
konzervaltak. Azaz, a steatosisban megfigyelheté UCP2-bdség valdszinilileg hozzdjarul a zsirmdj
fokozott vulnerabilitdsdhoz.

Feltételezésiinknek megfelelden, a Jo2 novekvd adagjait kovetden szignifikdnsan emelkedd
lipidperoxidaciés aktivitdst mértiink a mdjmintdkban. Az UCP2 hidnydnak azonban nem volt
szignifikdns hatdsa a mdjszovetben mért MDA szintekre, mely arra utal, hogy valdsziniileg nem az
oxidativ stressz valtozdsa a Fas-medidlt majkdrosodds f6 moduldtora az ob/ob:ucp2” egerekben.
Mivel megfigyelésiink nem allt 6sszhangban a kordbbi megfigyelésekkel, melyek az UCP2 hidnyaban
leirt fokozott ROS-termelést irtak le, ezért ezt az ellentmonddst ujabb kisérletekkel probaltuk
feloldani.

Ismert, hogy az egészséges mdjban az UCP2 {6 forrdsa elsddlegesen a Kuppfer-sejt, mig
elhizdshoz tarsuld steatosisban a hepatocytidkban emelkedik meg az UCP2-szigndl mennyisége.
Ugyanakkor az még nem volt ismert, hogy a Kuppfer-sejtek hogyan reagdlnak a mdjban torténd
excessziv lipidlerak6ddsra. Fenti vizsgdlataink utdn Ugy gondoltuk, hogy az ob/ob egerek Kupffer-
sejtjeiben bekovetkezd esetleges UCP2-expresszié csokkenés magyardzatul szolgalhat arra, hogy a
knockoutokban nem volt megfigyelhetd az oxidativ stressz tovabbi fokozdddsa. Ugyanis — ezen
hipotézis helyessége esetén — az UCP2 abl4cidjanak minimadlis tovabbi hatdsa lenne a Kupffer-sejtre
(mely a ROS-termelés kiemelt helye a mdjban), mivel a sejtben a fehérje expresszidja eleve csokkent
zsirmdj-betegségben. Ahhoz, hogy elgondoldsunkat igazoljuk, UCP2-t expresszald leptindeficiens

ob/ob egerekbdl és ezek vad tipusi vékony (wi/wt) tarsain mdjperfiziéval parenchymdis és
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nonparenchymds sejtfrakciokat szeparaltunk. Az ob/ob egerek PC frakcidiban az UCP2 mRNS-
expresszidja szignifikdnsan magasabbnak, mig az NPC frakciokban az UCP2 expresszidja
szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyult wt/wt tdrsaikkal Osszehasonlitva. Ezzel 0Osszehangz6
eredményt kaptunk a Kupffer-sejteket is megvizsgdlva: az UCP2 expresszidja szignifikdnsan
alacsonyabbnak bizonyult az ob/ob allatokbdl nyert Kupffer-sejtekben a vékony, vad tipustakhoz
képest.

Eredményeinkkel bizonyitottuk, hogy a Kupffer-sejtek UCP2 expresszidja csokken ob/ob
egerek m4jaban, hasonléan példdul a peritonedlis makrofdgokhoz. Bar a mintdk kicsiny mérete és az
UCP2 fehérjeszigndl csokkenése miatt Western blotot nem tudtunk végezni, a Kupffer-sejtekben
altalunk igazolt véltozdsok potencidlisan igen hasznosak és az irodalomban eldszor kozoltek.
Feltételezhetden, inkdbb a Kupffer-sejtekben megfigyelhetd UCP2-expresszié csokkenés, mintsem a
hepatocytdkban torténd expresszidfokozddds az oka az ob/ob egerek zsirmdjdban megfigyelhetd
fokozott reaktiv oxigéngyok-termelésnek. Ugyanakkor ez a folyamat az ob/ob:ucp2” egerekben nem
fejt ki szamottevd hatdst, mivel az UCP2 abldcidja mar nem csokkenti 1ényegesen az eleve csokkent
UCP2-szignalt a Kupffer-sejtekben. Igy az UCP2 hidnyanak nincs szignifikdns hatdsa az elzsirosodott
méjszovet malondialdehid-tartalmara sem a Jo2-injekciét kovetéen. Ezzel szemben az UCP2
expresszidjanak hepatocytikban megfigyelhetd fokozddasa jelentds tényezd; és igy az UCP2 ablacidja
megfontolandd hatdsd a parenchymads sejtekben, mivel az UCP2-deficiencia lathatéan megkiméli az
ATP-raktarakat és enyhiti az ob/ob:ucp2” illatok érzékenységét a Fas-medidlt akut majkarosodas
irant.

Megfigyeléseinket Osszegezve, az ob/ob egerekben kialakulé zsirmdj-betegség fent
tanulmdnyozott vondsai leginkdbb egy sejtspecifikus modellel irhatéak le, amely alapjan az UCP2-
szigndl kiilonbozOképpen vdltozik az egyes sejtekben. Eszerint az UCP2-expresszié csokkenése a
Kupffer-sejtekben elsdsorban az oxidativ stressz fokozéddsahoz vezet, mig a fehérje expresszigjanak
hepatocytdkban megfigyelhetd fokozéddsa az ATP-termelést, ezdltal a hepatocellularis
energiaegyensulyt veszélyezteti. Mivel az UCP2 specifikus aktivdtorok jelenlétében fejti ki hatdsat, a
fehérjeszignal fokozéddsa kizarélag akut hatdsok (,kihivdsok”) utdn valik nyilvdnvaléva. fgy a
lipiddel telt hepatocytdkban az UCP2 abliciGja egyértelmiien elényds, amint azt az ob/ob:ucp2”
allatok jobb tulélése is bizonyitotta.

Ugyanakkor az még nem ismert, hogy a zsirmdj egyéb dallatkisérletes modelljeiben is
hasonl6an bekovetkezik-e a fent leirt sejtspecifikus transzkripciondlis szabalyozds. Szintén keveset
tudunk a humin NAFLD-ben megfigyelheté UCP2-expressziordl is. Eredményeink alapjan az UCP2
stimuldcidja kérdéses eszkdz maradt a humén zsirmdj-betegségben, hacsak ez nem a Kupffer-sejtek
fehérje expresszidjanak specifikus fokozdsdra irdnyul. Bar az utdbbi kivdnatos célnak tlinik, de a
makrofagok és Kupffer-sejtek UCP2-expresszidjanak negativ transzkripcids szabdlyozasa és ennek

egyéb kovetkezményei még feltétleniil tisztdzanddak.
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Az elhizashoz rendkivill gyakran tarsulé hyperlipidaemia kezelésében a statinok alapvetd
fontossdgiak. A HMG-CoA reduktaz gatldsdn keresztiil a koleszterin szintézisét blokkoljak, emellett a
lipidesokkentésen kiviil egyéb kedvezd hatdsaik is vannak, melyeket Osszefoglalé néven pleiotrép
hatdsoknak neveziink. A statinok a nem-koleszterin jellegli mevalondt metabolitok termelését is
redukdljdk. Ezen izoprenoid metabolitok (pl. farnezil-pirofoszfit, geranil-geranil-pirofoszfit) a sejt
szigndltranszdukcids folyamataiban résztvevd kis guanozin-trifoszfat (GTP)-koto fehérjék (Rho, Ras)
poszttranszlaciés modositdsaban (prenilizcidjaban) vesznek részt. A Ras és Rho fehérjék fontos
szubsztratul szolgdlnak a prenilizicidhoz, igy a statinok kitlind célpontjai. A statinok gatoljadk a
sejtproliferdcidt és apoptosist indukdlnak; antitumor hatdsuk a mevalonét ciklus gétldsdval hozhat6
Osszefiiggésbe, mivel a ciklus mindkét nem-koleszterin jellegli f6 molekuldja, a farnezil- és a geranil-
geranil-pirofoszfat is a sejtproliferacio és sejthaldl folyamatdnak szabdlyozdsiban vesz részt. Bar a
statinok fenti hatdsai klinikai alkalmazasuk szempontjabdl igen fontos, de még mindig csak korlatozott
mennyiségll informacionk van ezen gydgyszerek daganat- és attétképzddésre gyakorolt hatdsardl.
Szintén nem tisztazott, hogy a kiilonb6z6 molekuldris struktirdjd HMG-CoA reduktdz inhibitorok
valéban hasonlé médon és mértékben hatnak-e a tumor- és 4ttétképzOdés folyamatdra. A fluvastatin
egy nyilt gytiriit tartalmaz6 szintetikus, lipofil karakteri HMG-CoA reduktdz inhibitor, melyet az
1990-es évek oOta haszndlnak a hyperlipidaemia, atherosclerosis kezelésében. Gdatolja az érfalban
elhelyezkedd simaizomsejtek proliferdciéjat, valamint humin pancreas daganatsejtek invazivitdsat
csokkenti a RhoA-medidlt geranilgeranildci6 gatldsdn keresztiil. Feltételezik, hogy kémiai
struktirdjdhoz és lipofil karakteréhez kothetd antioxiddns, valamint nitrogénmonoxid-szintetazt
aktival6 hatdsa is. A gyogyszer mdjszelektiv, Magyarorszdgon 40 és 80 mg-os kiszerelésekben van
forgalomban.

Vizsgalatunkban a fluvastatin tumorellenes, daganatfejlodésre gyakorolt in vivo hatésait
tanulmédnyoztuk, melyhez patkdnyok vesetokja ald implantdlt hepatocellularis daganatsejteket
hasznéltunk. Kivancsiak voltunk a kiilonb6z6 adagoldsi mddszerekkel adott fluvastatinnak a
neoplasma fejlddésére gyakorolt kemopreventiv €s terdpids hatdsaira. Tumorsejtek és tumordarabok
vesetok ala torténd beiiltetése gyakori modszer a daganatok fejlodésének megitélésében, ugyanakkor a
pontos daganatellenes hatds kiértékelése nem mindig megbizhaté. A Gelaspon haszndlatdnak eldénye
az, hogy a zselatinkorong az egymashoz és a vese kollagénrostjaihoz tapadé sejteket reabszorbedlja.
Ennek kévetkeztében a sejtaggregdtumok nem gatoljdk a vese mikrocirkulacidjat, melynek egyértelmi
negativ hatdsa lenne a szoveti metabolizmusra. Emellett a mddszer olcsd, valamint kemoterdpids és
kemopreventiv gy6gyszerek hatdsanak kvantitativ értékeléséhez is hasznos.

A daganatbeiiltetés optimalis koriilményeinek meghatdrozdsa utdn a humdén adagoldshoz
hasonlé dézisokban per os adagoltunk patkdnyoknak fluvastatint. Az els6 csoportban a daganatsejtek
beiiltetésével egyid6ben kezdtiik el adni a gydgyszert. Kézepes dézisan adva a tizendtddik nap utdn,
nagy dézisban mar a tizedik nap utdn is szignifikdns volt a gydgyszer daganatfejlédésre gyakorolt

gatld hatdsa. A masodik csoportban a gy6gyszert 21 nappal a tumorimplantacié el6tt kezdtiik el adni,

22



melyet a daganatimplanticiéval egyidében felfiiggesztettiink. Az alkalmazott kisérleti koriillmények
mellett azonban a fluvastatinnak nem volt észrevehetd kemopreventiv hatdsa a tumor fejlodésére. A
harmadik csoportban a fenti adagoldsi médok kombindcidjat, azaz gydgyszeres elkezelést, majd a
beiiltetést kovetden is folytatddo statin terdpidt alkalmaztunk. 0,5 mg/ttkg dézisban adva a 15. napon
mar szignifikdns csokkenés volt detektdlhaté a daganat novekedési litemében; mig nagyobb adagok
utdn mindhdrom vizsgélt iddintervallumban jelentdsen gétolta a tumorok fejlédését. Mindezek alapjan
a fluvastatin antitumor hatédsa ekkor bizonyult a legkifejezettebbnek.

Elmondhat6, hogy a fluvastatin per os adagoldsa hatékonyan gétolta az implantdlt
hepatocellularis carcinoma novekedését patkdnyokban. A gydgyszer antitumor hatdsa nagyobb
dozisok mellett a daganat beliiltetésével egyidoben elkezdve mar detektdlhatd, azonban a hatds
fokozhat6 tgy, hogy a fluvastatint kemopreventiv adagolds utdn folytatjuk, az implanticiét kovetéen
is. Ekkor mar kisebb gydgyszerddzis mellett is megfigyelhetd szignifikdns novekedésgatld hatas.
Fentiek alapjan az atherosclerosis prevencidjan til, a fluvastatin alkalmazdsa human malignomédkban
is hasznos lehet; biztonsdgossagit és hatékonysdgat illetden azonban még tovdbbi vizsgilatok

sziikségesek.

6. OSSZEFOGLALAS

A zsirmdj, és ennek kovetkeztében 1étrejovd inzulinrezisztencia az obesitas egyik legfontosabb
szovldménye. A nem-alkoholos zsirmdj érzékeny mindazon noxdkra, melyek a hepatocellularis
energia homeosztdzist kirositjdk. A zsirmdj lipiddel telt hepatocytdiban az uncoupling protein-2
expresszidja fokozott. Az UCP2 a protoncsorgds szabdlyozdsdn keresztiil versenyez a sejtek ATP-
szintézisével, illetve szabdlyozza a reaktiv oxigéngyokok termelését is. Ugyanakkor, a fehérje
expresszidja és a mdjat akutan kdrosité behatdsok kovetkezményei kozotti Osszefiiggés még nem
tisztdzott. Felmeriilt a kérdés, miszerint az UCP2 hidnya elOnyds-e leptinhidnyos ob/ob egerekben
létrehozott Fas-medialt akut méjkarosoddsban. UCP2-deficiens ob/ob egereket (ob/ob:ucp2”) és ezek
UCP2-t expresszald tarsait ( 0b/0b:ucp2+/ *) anti-Fas (Jo2) injekcidval oltottuk intraperitonealisan. A
kisebb dézisu (0,15 mg/ttkg) Jo2-antitest kisebb mértékii ALT-emelkedést és alacsonyabb apoptoticus
ratat eredményezett az ob/ob:ucp2” egerekben. A nagyobb adagban (0,4 mg/ttkg) injektalt anti-Fas
antitest az Osszes allat 24 6ran beliili elhaldsit eredményezte, ugyanakkor az ob/ob:ucp2” egerek
tilélése hosszabb volt és hepaticus ATP-raktiraik is enyhébb mértékben csokkentek, mely
eredmények arra utalnak, hogy a zsirmdj hepatocytdiban az UCP2 hidnya el6nyds a Jo2-mediélt akut
majkdrosodds sordn. Béar irodalmi adatokbdl ismert, hogy az UCP2 a mitokondridlis reaktiv
oxigéngyokok termelését is szabdlyozza, vizsgélatainkkal nem taldltunk kiilonbséget a kiilonb6zd
genotipusi egerek méjlizditumban mért MDA-szintjeiben. Megfigyelésiink arra 0sztonzétt minket,

hogy meghatarozzuk a fehérje expresszidjat Kupffer-sejtekben is, melyek jelentds mértékben jarulnak
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hozza az intrahepaticus oxidativ stresszhez. Azt taldltuk, hogy az UCP2 expresszidja jelentds

mértékben csokkent a nem kezelt ob/ob:ucp2*”*

egerekben, mely lényegesen hozzdjarul a fokozott
oxidativ stresszhez és csokkenti az UCP2 abl4cidjanak a hatdsat is. A zsirmdjban megfigyelheté UCP2
szigndlfokoz6dds igy fokozza a Fas-medidlt sejtelhalds mértékét az ATP-raktarak kimeriilése miatt,
ugyanakkor a Kuppfer-sejtekben megfigyelhetd szignalcsokkenés az alland6 oxidativ stresszhez jarul
hozza zsirmdjban. Adataink alapjan sejtspecifikus terdpids megkdzelités fontossdgat huzzak ald a
mitokondridlis szétkapcsolas fokozdsanak irdnydban tett terdpids probilkozasokban.

Az elhizdshoz is gyakran tdrsulé hyperlipidaemia kezelésében a fluvastatin széles korben
elfogadott gydgyszer, ugyanakkor in vivo daganatfejlodésre kifejtett kemopreventiv hatdsat mindeddig
nem tanulményoztik. Vizsgdlataink sordn patkdnyok vesetokja ald, Gelaspon zselatinkorong
segitségével implantdltunk hepatocellularis carcinoma sejteket, mellyel egyidében, illetve azt
megel6zéen, vagy folyamatosan per os fluvastatint adtunk kiilénb6zé dézisokban. A csak a
tumorbeiiltetést megel6zéen adott statin nem fejtett ki szignifikdns antitumor hatdst, mig ez, az
implanticidéval egyiddben kezdve mar észlelhetd volt. A legkifejezettebb novekedésgitlé effektus a
kemopreventiven adott, majd a beiiltetést kovetden is folytatott gydgyszeradagolds sordn volt
megfigyelhetd. Mindez felhivja a figyelmet a fluvastatin in vivo hepatocellularis carcinoma fejléddésére

gyakorolt gatl, human szempontbdl eldnyds hatdsara.
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