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1. BEVEZETES, CELKITUZESEK

Az elhizéds és a hozzéd kapcsol6dd megbetegedések a leggyakoribb és a legnagyobb
kihivast jelentd allapotok kozé sorolhatok a XXI. szdzad medicindjdban. Az obesitas
kovetkeztében kialakuld egyik legfontosabb anyagcserezavar az inzulinrezisztencia, mely a
madjban torténd triglicerid lerakddést kiséri. Az igy 1étrejovd zsirmdj (non-alcoholic fatty liver
disease, NAFLD) klinikai jelent6ségét az adja, hogy bar egyrészt jéindulatd, tovabbi
progressziét nem mutatéd allapotot takar, mésrészt az esetek egy jelentds részében a steatosist
a késdbbiekben steatohepatitis (non-alcoholic steatohepatitis, NASH), fibrosis és cirrhosis,
valamint hepatocellularis carcinoma kovetheti.

A zsirmdj-betegség igen érzékenyen reagdl mindazon allapotokra, melyek a
hepatocellularis energia homeosztazist befolydsoljak, ugyanakkor a betegség kialakuldsaban a
reaktiv oxigéngyokok (reactive oxygen species, ROS) fokozott termelése is alapvetd.
Elgondolkodtatd, hogy mind az adenozin-trifoszfat (ATP), mind a reaktiv oxigéngyokok
termelésének egyik fontos szabdlyozdja a mitokondrium bels6 membranjdban elhelyezkedd
uncoupling protein-2 (UCP2). Bioldgiai funkciéi még mindig nem egészen tisztazottak, de
feltételezhetd, hogy a proton gradienst megcsapolva, azt az ATP-termeléstdl szétkapcsolva a
sejtek energiatermelésével versenyez. Emellett a 1€gzési ldncra nehezedd elektrokémiai
gradienst befolyasolva a celluldris oxidativ stressz egyik fontos moduldtora.

Az egészséges mdjban megfigyelhetd alacsony UCP2-expresszi6 {6 forrdsa a Kupffer-
sejt. Zsirmdj-betegségben azonban a fehérje expresszidja jelentdsen megnd, €s dontden a
lipiddel telt hepatocytdkba lokalizdlt. Bar a lipidakkumulédcié €s -peroxidacié az UCP2
funkcidjat feltételezhetden befolydsolja a mdjsejtekben, de ezen vdltozasok bioldgiai

jelentosége még nem tisztazott. Ugyanakkor az sem teljesen vildgos, hogy az UCP2-szignal



fokozoddsa hatdssal van-e a zsirmdj-betegségben megfigyelhetd hepatocellularis
energiaraktar-csokkenésre. Bér a fehérje hatdsaval interferdl a sejt ATP-termelésével, emellett
a ROS-termelés negativ szabalyozéja is. A mitokondridlis membranpotencidl csokkenése a
reaktiv oxigéngyokok termelését limitdlja, igy az UCP2 expresszidjdnak fokozdsa potencidlis
terapids eszkozként meriilt fel a sejtek oxidativ stressz elleni védelmében. A zsirmdjban
megfigyelhetd UCP2-szignal fokozddasa egyrészt az ATP-termeléssel vetélkedve a szoveti
ATP-szintek csokkenését okozhatja; masrészt az ROS-képzOdést gitolva az oxidativ stresszt
képes limitdlni. Ezéltal az UCP2-expresszié fokozddasa egyrészt karos, mdasrészt jotékony
hatdsu lehet a méjszovetre nézve. Meglepd mdédon azonban, az UCP2 hidnydnak nincs
laboratoriumi, vagy szovettani vizsgalatokkal detektdlhat6 hatdsa az UCP2-knockout
egerekben 1étrehozott zsirméjra. Ez a fokozott fehérjeexpresszid bioldgiai hatdsanak hianyéra,
vagy hosszatava kompenzatorikus mechanizmusok kialakuldsara hivja fel a figyelmet.
Ugyanakkor azt még nem tanulmanyoztdk korabban, hogy az UCP2-deficiencia hatdssal van-
e az akutan 1étrejové mdjkarosodésra.

Jelen munkdm egyik célja az UCP2 akut majkdrosodasra kifejtett szerepének
tisztdzdsa volt kisérletes koriilmények kozott. Ezdltal a fokozott UCP2-expresszié ,.kéros
hatdsait”, igy a sejt energiatermelésének csokkentését; mind pedig a ,,jotékony hatasokat”, igy
a ROS-termelés csokkentését is tisztdzni kivantuk. Tanulményunkban az akut kdrosodést Jo2-
antitest intraperitonedlis addsaval véltottuk ki UCP2-t expresszdld, valamint UCP2-deficiens

2%* és ob/ob:ucp2”) egerekben. Az antitest d6zisfiiggd médon

leptinhidnyos obes (ob/ob:ucp
Fas-receptoron keresztiili hepatocelluldris destrukciét és fulminans maéjelhalast képes
kivéltani. Megfigyeltiik a kiilonb6z6 dodzist intraperitonealis anti-Fas injekcidok utdn az UCP2-

eltéréseit, 0sszehasonlitottuk az 4llatok mdjaban mérhetd ROS-termelést, ill. ATP-raktarakat.

Mivel a mijban szdmos kiilonb6zd sejttipus (hepatocyta, Kupffer-sejt, Ito-sejt, endothel) is



taldlhatd, célkitlizésként a fenti kérdések megvalaszoldsa mellett arra a kérdésre is vdlaszt
kerestiink, miszerint hogyan valtozik a méj egyes sejttipusaiban az UCP2 regulédcidja.

Az obesitashoz rendkiviill gyakran tdrsul hyperlipidaemia, melynek kezelése a
hosszitavi ischaemids szovodmények elkeriilése végett alapvetd. A statinok jelenleg mér
széleskorben alkalmazott koleszterinszint-csokkentd gyogyszerek, melyek a koleszterin
bioszintézis kulcsenzimjét, a 3-hidroxi-3-metilglutaril koenzim A (HMG-CoA) reduktazt
gatoljadk. A koleszterinszint csokkenésén kiviil un. pleiotrop hatdsaik is vannak, melyek a
sejtproliferdcidban résztvevd mevalondt metabolitok termelésének csokkentésén alapulnak: a
statinok gdtoljak a sejtproliferaciét és apoptosist indukdlnak, bar még mindig csak
korlatozottan &ll rendelkezésre informdacié ezen gydgyszerek daganat- és attétképzdodésre
gyakorolt hat4sardl. A fluvastatin egy nyilt gyliriit tartalmaz6 szintetikus HMG-CoA reduktaz
inhibitor, melyet az 1990-es évek Ota haszndlnak a hyperlipidaemia, atherosclerosis
kezelésében. Gatolja az érfalban elhelyezkedd simaizomsejtek proliferacidjat és ismert a
daganatnovekedést gitlé hatdsa is bizonyos neoplasidkban. A gydgyszer majszelektiv,
metabolitjai igy nem a vesén kereszill iiriilnek, in vivo hatékony adagjai rdgcsalokban pedig a
lovastatinhoz hasonléak.

Célul thztik ki a fentiek mellett, hogy a fluvastatin tumorellenes, daganatfejlodésre
gyakorolt in vivo hatdsait megvizsgaljuk, ezdltal igazolva a gyodgyszer pleiotrép hatdsat.
Munkénkhoz patkdnyok vesetokja ald implantélt hepatocellularis daganatsejteket hasznaltunk,
és bizonyitani kivantuk a kiilonb6z6 dézisokban adott fluvastatinnak a neoplasma fejlodésére

gyakorolt kemopreventiv €s terdpids hatésait.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A nem-alkoholos zsirmaj

2.1.1. Epidemiologia

A nem-alkoholos zsirmdj a méjbetegségek leggyakoribb formdja a fejlett
tarsadalmakban. A gyakran tiinetmentesen zajlé megbetegedés sordn a mdj hisztoldgiai
vizsgdlata az alkoholos mdjbetegséghez hasonld eltéréseket mutat, de a betegek
anamnézisében nem szerepel rendszeres alkoholfogyasztids (<40g hetente). A NAFLD
klinikopatholdgiai fogalomként gyakorlatilag az egyszer triglicerid lerakodastol, steatosistol
a gyulladdssal kisért zsirmdjon keresztiil egészen a fibrosisig, cirrhosisig, végsé esetként
hepatocellularis carcinomdig (HCC) terjed (Neuschwander-Tetri BA, Caldwell S. Hepatology
2003;37:1202-1219).

Jelentdségét gyakorisdga és a gyakran tlinetmentesen kialakul6 sidlyos, végstadiumu
fibroticus madjbetegség (cryptogen cirrhosis), hepatocellularis carcinoma adja. A koéros
majfunkcids tesztek leggyakoribb oka az USA-ban a zsirmdj (Clark JM, et al. Am J
Gastroenterol 2003;98:960-967 és Angulo P. N Engl J Med 2002;346:1221-1231), ezéltal
mintegy 30 millidan érintettek csak ebben az orszdgban. A nem-alkoholos zsirmdj a népesség
10-24%-anél, mig a NASH a népesség kortilbeliil 2-3%-4nal fordul el (Angulo P. N Engl J
Med 2002;346:1221-1231 és Falck-Ytter Y, et al. Semin Liver Dis 2001; 21:17-26). Gyakran
véletlenszerlien, mellékleletként deriill r4d fény, jellemzden kozépkord ndk érintettek
gyakrabban, dm a gyermekek mintegy 2,6%-andl is megfigyelhetd (Tominaga K, et al. Dig
Dis Sci  1995; 40:2002-2009). A betegség lefolydsdban etnikai kiilonbségek 1is

megfigyelhetoek: A fehérekkel vagy szinesbOrliekkel Osszehasonlitva, a latin népesség



korében gyakrabban megy 4t cirrhosisba. Szemben a latinokkal, a feketék valosziniileg kisebb
rizikéval birnak a NASH és a végstadiumu méjbetegség kialakuldsat tekintve (Browning JD,
et al. Am J Gastroenterol 2004; 99:292-298 és Caldwell SH, et al. Am J Gastroenterol 2002;

97:1496-1500).

2.1.2. Aetiopathogenesis

A zsirmdj gyakorlatilag kéros zsirfelhalmozddas a méjban. A szerv zsirtartalma
normdlisan 5% alatt van. Steatosis esetén ez az ariny nagyobb, a lipidtartalom a mjj
tomegének akdr 50%-at is kiteheti. Fdleg a neutrdlis zsirok (trigliceridek) mennyisége nd
meg; a tobbletzsir foként a hepatocytdkban, valamint az un. zsirtdrol sejtekben (Ito-
sejtekben, masnéven: hepatic stellate cell - HSC) akkumuldlédik. Szdovettanilag az
elzsirosodds lehet nagycseppes (macrovesicularis), vagy kiscseppes (microvesicularis). A
fokozott zsirfelhalmoz6dds mechanizmusdban tobb faktor és ezek kombindcidja jatszhat
szerepet:

1. Nagymennyiségli zsir dramlik be a mdjba vér, vagy nyirok utjadn (pl. fogyas,
tultdplélas esetén).

2. A zsirsavoxidicié és -felhaszndlds csokken a mdjban, vagy nem tart 1€pést a
kinalattal (pl. az alkohol gatolja a zsirsavak béta-oxid4cidjat).

3. Fokozddik a mdjban a zsirsavak szintézise.

4. Csokken a very low density lipoprotein (VLDL, a mdjbdl torténd triglicerid-
kidramlas jellemz6 fehérjéje) kivalasztésa.

A mdjban torténd excessziv lipidlerakodédssal tobb tényezd, igy kiilonbozo
gyogyszerek, étrendi tényezOk €s az anyagcsere szdmos genetikai zavara Osszefiiggésbe
hozhat6, mégis a leggyakoribb tényezdként az inzulinrezisztenciit nevezhetjilk meg (Angulo

P. N Engl J Med 2002; 346:1221-1231). Ekként, a nem-alkoholos zsirmdj a metabolikus



szindréma részjelensége (Marchesini G, et al. Diabetes 2001; 50:1844-1850). Igy gyakrabban
taldlkozunk NAFLD kialakuldsdval elhizasban, 2-es tipust diabetesben, hyperlipidaemiaban.
Fentiek alapjan a nem-alkoholos zsirmdj olyan anyagcsere-betegségek hepaticus megjelenési
formdja, melyekre az obesitas, hyperinsulinaemia, inzulinrezisztencia (késObbiekben diabetes
mellitus), illetve hypertriglyceridaemia jellemzd. Az elhizottak 30-100%-aban, a 2-es tipusu
diabeteses betegek 10-75%-andl, mig a hyperlipidaemidsok 20-92%-4ban figyelhet6 meg a
NAFLD (Angulo P. N Engl J Med 2002; 346:1221-1231). A legtobb betegnél tisztan
macrovesicularis steatosis figyelhetd meg, melyet egydltalin nem, vagy csak minimadlisan
kisérnek tiinetek, és a betegség sem mutat €szrevehetd progressziot (Brunt EM. Semin Liver
Dis 2001; 21:3-16). Kovetkezményesen, a NAFLD ezen stddiumat gyakran nem is tartjak
betegségnek, pedig koriilbeliil ezen betegek 20-30%-a a betegség kovetkezd, gyulladédssal
kisért stddiumaba (NASH) progredidl, melyet gyakoribb panaszok, laboratériumi eltérések,
szovettani elvéltozdsok kisérnek. A steatohepatitises betegek mintegy 15-20%-4ban figyelhetd
meg tovabbi progresszid, mely cirrhosishoz, végiil hepatocellularis carcinomahoz vezet
(McCullough AJ, et al. Clin Liver Dis 2004; 8:521-533 és Marrero JA, et al. Hepatology
2002; 36:1349-1354).

Altaldnossdgban elmondhaté, hogy steatosishoz elsésorban téplalkozdsi tényezSk
(alkoholizmus, elhizds, protein-energia malnutritio, totalis parenteralis taplalas, jejunoilealis
bypass), anyagcserebetegségek (diabetes mellitus, hyperlipidaemia, joval ritkdbban
abetalipoproteinaemia, Wilson-kor, galactosaemia, glycogenosis, tyrosinaemia) vezetnek, de
megemlitendd bizonyos toxikus drtalmak (kortikoszteroidok, 06sztogének, tamoxifen,
amiodaron, direkt hepatotoxinok: szén-tetraklorid, sdrgafoszfor) €s a kronikus hepatitis C
virus (HCV) infekci6 szerepe is. A steatosis stlyossdga ardnyos az alkohol mennyiségével és
a fogyasztds idOtartamdval. Az obesitas sordn kialakuld zsirmdj a testsily csokkentésével

javul, de a hirtelen nagy fogyds, a mdj zsirsavmetabolizalé képességének tultelitésével rontja



a zsirmdjat. Fehérje-energia malnutritioval a vildg €hezd részein és tdplilkozasi zavarok
kialakuldsa sordn kell szdmolni. A parenteralis tdpldlds megfeleld vitaminbevitel mellett is
okozhat zsirmdjat, mely gyakran cholestasissal jar. Az anaerobok felszaporoddsival jar6
megviltozott bélflora fokozott endotoxin- €s litokdlsav-terhelés szintén kdrositja a méjat. A 2-
es tipusu diabetesek kozott elsOsorban ez elhizottak veszélyeztetettek, a hyperlipidaemidsok
vérébodl a mijba bedramlé nagy mennyiségii triglicerid a hepatocytdkban nagy mennyiségben
rakodik le. A kortikoszteroidok nem csak gydgyszerként adva, hanem Cushing-kérban is
okozhatjdk a mdj elzsirosoddsat. Akut zsirmdj direkt hepatotoxinok hatasdra altalaban
majelégtelenség tiineteivel egyiitt jelentkezik, mig az infekcidk koziil a krénikus HCV-
fert6zés nemritkan okoz zsirm4jat.

A NASH pontos pathogenesise csak részleteiben ismert. Jelenlegi ismereteink szerint
a betegség kialakuldsdban fontos szerepe van a mdjban zajlé lipidperoxidacionak, az ATP-
készlet csokkenésének, valamint a Kupffer-sejtek €s a mitokondriumok miik6dési zavaranak.
A progresszi6 leirdsdban elsoként Day és James vetették fel a ,kettds csapds” modelljét (Day
CP, James OF. Gastroenterology 1998; 114:842-845). Az elgondolds alapjan az elsd 1épés a
hepatocytak cytoplasmajaban torténo6 lipiddepozicid, mely az inzulinrezisztencia kialakulasat
kiséri. Az utébbi elvéltozds rutinszerlien megfigyelhetd obesitasban, 2-es tipusu diabetesben,
hyperlipidaemidban egyardnt. A mitokondriumokban zajlé B-oxidacié tulterheltsége folytan
bekovetkezd triglicerid akkumuldcié kitlind alapot teremt a sdlyosabb, progressziv
majbetegség kialakuldsdhoz, mely a fokozott oxidativ stresszel jar6 masodik ,,.csapas”

kovetkeztében jon 1étre.

2.1.3. A steatosis kialakulasa

Az obesitas kovekeztében kialakulé inzulinrezisztencidt hyperinsulinaemia, a méj

fokozott gliikkoztermelése és csokkent felhasznéldsa jellemzi. Az adipocytikban az

10



inzulinrezisztencia kovetkeztében fokozddik a hormonszenzitiv lipaz (HSL) aktivitdsa, mely a
lipolysis mértékének emelésével eldsegiti a fokozott szabadzsirsav (free fatty acid, FFA)
bedramlast a mdjba (Lewis GF, et al. Endocr Rev 2002; 23:201-229). A hepaticus
zsirsavfelvételi rdta nem szabdlyozott, ennek kovetkeztében proporciondlisan koveti a plazma
FFA-koncentraciojat (Wahren J, et al. J Clin Invest 1984; 73:1367-1376). Obesitasban
jelentdsen fokozddik a keringd szabad zsirsavak mennyisége. A felvett zsirsavak egyrészt a
mitokondriumokban oxiddlédva ATP-termelésre haszndlodhatnak fel. Masrészt, trigliceriddé
észterifikdlédva raktdrozodhatnak a mdjban, vagy a VLDL-képzddésben, annak
szekrécidjdban vehetnek részt. Az inzulin és a gliik6z egymastdl fliggetleniil szabdlyozza a de
novo zsirsavszintézist. A hyperinsulinaemia a méjban a sterol regulatory element-binding
protein-1c (SREBP-1c) expresszidjat fokozva az Osszes lipogeneticus enzim (igy az ATP-
citrat-liaz: ACL, acetil-CoA karboxilaz: ACC, zsirsav-szintetaz: FAS, sztearil-CoA
deszaturdz: SCD, hosszulancu zsirsav-elongdz: LCE) aktivitdsat fokozza (Horton JD, et al. J
Clin Invest 2002; 109:1125-1131 és Horton JD, et al. Proc Natl Acad Sci USA 2003;
100:12027-12032). Ezzel egyidOben a hyperglycaemia a carbohydrate response element
binding protein (ChREBP) expresszidjanak fokozasan keresztiil a méj glikolizisben résztvevd
kulcsenzime, a piruvatkinaz (liver-type pyruvate kinase, L-PK) aktivitasat fokozza; és szintén
a lipogenetikus hatasu enzimeket aktivalja (lizuka K, et al. Proc Natl Acad Sci USA 2004;
101:7281-7286). A SREBP-1c és a ChREBP szinergikus hatdsa egyértelmiien a gliikkdztdbblet
zsirsavakka torténd atalakitdsa irdnydban hat. A harmadik, a zsirmdj kialakuldsédban résztvevo
transzkripcids faktor — rdgcsdlokban — a peroxisome proliferator activator receptor-y
(PPARY). Az egészséges mdjban normdlisan igen alacsony mennyiségben expresszal6do
PPARY szignalja az inzulinrezisztencidval, steatosissal jard allatmodellekben markansan
emelkedik és a SREBP-1c is képes transzkripciondlisan aktivalni (Kim JB, et al. Proc Natl

Acad Sci USA 1998; 95:4333-4337). Ugyanakkor, a hepaticus PPARY genetikus delécidja
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jelentdsen csokkenti a zsirmdj progresszidjat leptindeficiens ob/ob egerekben, fiiggetleniil a
hyperinsulinaemia, vagy hyperglycaemia jelenlététdl (Matsusue K, et al. J Clin Invest 2003;
111:737-747), bar annak mechanizmusa, hogy a PPARy miként segiti el6 mdjban torténd
triglicerid depoziciét, még nem teljesen tisztizott.

A fokozott zsirsavszintézis kovetkezményeként fokozddik a malonil-CoA produkcidja,
mely a karnitil-palmitoil transzferaz-1 (CPT-1) aktivitdsat, igy a mitokondriumba torténd
zsirsavfelvételt gétolja. Ennek kovetkeztében, mind a nagy mennyiségben bedramld, mind
pedig az ujonnan képzddott zsirsavak elsOdlegesen trigliceridekké észterifikdlodnak, és

csokken az amugy is tulterhelt mitokondridlis B-oxidacid sebessége.

2.1.4. Progresszio, avagy a masodik ,,csapas’: steatosisbol steatohepatitisbe

Egyértelmii, hogy a zsirmdj kialakuldsa elofeltétele a NASH-hez vezetd késdbbi
eseményeknek. Annak ellenére, hogy a nem-alkoholos zsirmdj gyakori elvéltozas, valamint
potencidlisan végstadiumi mdjbetegség és carcinoma kialakuldsdnak lehetdségét rejti
magdban, azok a hattérben rejlé pontos etioldgiai faktorok, melyek a meghatdrozzdk a
betegség progresszidjat, tovibbra sem teljesen tisztazottak. Egyrészt nincs olyan kisérletes
allatmodell, mely a humén steatohepatitis 0sszes vondsat magan hordozna. Masrészt a humén
m4j noninvaziv vizsgalati mddszerei limitaltak, harmadrészt a humadn NASH egyértelmii
diagnosztizdlasdhoz sziikséges madjbiopszia invazivitdsa, lehetséges szovOdményei eleve
kizarjak a nagy, populdcidszintli vizsgdlatokat. Fentiek alapjan jelenlegi ismereteink jorészt az
allatmodellekbdl szdrmaznak.

A NASH szovettanilag nem kiilonbozik az alkoholos steatohepatitistdl, és szamos
faktor k6zos a két betegségben. Ezek a tényez0k alapvetden két csoportra oszthatok:

- az oxidativ stresszt és mitokondrium funkciézavart okozdk,

- proinflammatorikus citokinek expresszidjit fokozok.
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Az oxidativ stressz a prooxidédns és antioxiddns tényezOk kozotti egyensuly eltolodédsa
kovetkeztében jon létre (Robertson G, et al. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 2001;
281: G1135-G1139). A zsirmajban dominaldan szinglet oxigén, szuperoxid-anion, hidrogén-
peroxid és hidroxiradikalok alkotjdk a reaktiv oxigéngyokoket. A zsirsavoxidacid, barhol is
menjen végbe a sejtben, a ROS-termelés jelentds tényezdje: a mitokondridlis B-oxidécié a
1égzési lancon keresztiil, a peroxiszémalis B-oxidéaci6 az acil-CoA oxiddzon (AOX) keresztiil,
a mikroszomadlis w-oxidéacié pedig a citokrom P450 enzimrendszer (CYP2EIL, 4A10, 4A14)
tagjai segitségével jarul hozza az oxidativ stresszhez (Lieber CS. Hepatol Res 2004; 28:1-11
és Mannaerts GP, et al. Cell Biochem Biophys 2000; 32:73-87 és Garcia-Ruiz C, et al. Mol
Pharmacol 1995; 48:825-834). A tobbszorosen telitetlen zsirsavak (polyunsaturated fatty
acid, PUFA) rendkiviil érzékenyek a ROS dltal generalt lipidperoxidadciora, melynek
kovetkeztében kiilonb6zo aldehidek, igy hidroxinonenal (HNE) és malondialdehid (MDA)
keletkeznek. Ezek onmagukban is toxikusak €s a szabadon diffunddlnak az extracelluléris
térbe, ezaltal tdvolabbi sejteket is képesek karositani. A reaktiv oxigéngyokok és a toxikus
aldehidek ATP- és nikotinamid-dinukleotid deplécidt, DNS-kédrosodést, fehérje denaturaciot,
glutation deplécidt és membrandestrukcidt okozva jarulnak hozzd az oxidativ stresszhez és a
sejthaldlhoz, valamint fokozzdk a proinflammatorikus citokinek szekrécidjat, ezdltal a
neutrofilek kemotaxisit (Robertson G, et al. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 2001;
281: G1135-G1139 és Bergamini CM, et al. Curr Pharm Des 2004, 10:1611-1626). A ROS
és lipidperoxidacids termékek fibrosishoz vezethetnek a kollagéntermel6é HSC-k aktivacidjan
keresztiil. A human NASH-ben is megfigyelhetd a lipidperoxiddcids termékek emelkedett
szintje (Seki S, et al. J Hepatol 2002; 37:56-62).

A mitokondrialis funkciézavar szintén jellemzd a nem-alkoholos steatohepatitisre.
Olyan ultrastrukturdlis véltozédsok figyelhetOk meg a mitokondriumokban, melyek az oxidativ

foszforil4cid, illetve az elektron transzport lanc (electron transport chain, ETC) aktivitdsanak
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csokkenésére (Pérez-Carreras M, et al. Hepatology 2003; 38:999-1007), valamint ATP-
depléciora utalnak (Cortez-Pinto H, et al. Gastroenterology 1999; 116:1184-1193). Ha az
elektrondramlds megakad, vagy lelassul az ETC valamelyik pontjan, akkor a ldnc megel6z6
tagjai az elektronokat kozvetleniil a molekuléris oxigénre képesek 4dtadni, igy szuperoxid-
aniont, vagy hidrogénperoxidot produkdlva (Garcia-Ruiz C, et al. Mol Pharmacol 1995;
48:825-834) és Hensley K, et al. Carcinogenesis 2000; 21:983-989). Ahogy a
mitokondriumok oxidativ kapacitdsa zavart szenved, a citoszolikus zsirsavak felhalmozdédnak.
A zsirsav-oxid4ci6 alternativ (peroxiszomadlis és mikroszomalis) ttvonalai aktivdlédhatnak,
ezzel is tovabb fokozva az ROS-termelést (Berson A, et al. Gastroenterology 1998; 114:764-
774 és Johnson EF, et al. FASEB J 1996, 10:1241-1248 és Kersten S, et al. J Clin Invest
1999; 103:1489-1498).

A reaktiv oxigéngyokok a fent emlitett helyi hatdsok mellett a PUFA-kérositas
kovetkeztében aldehid termékeket, HNE-t és MDA-t produkdlnak. Ezek a molekuldk
hosszabb féléletidejiiknél fogva tdvolabbi hatdsokat képesek létrehozni, mint az egyszeri
reaktiv oxigéngyokok. A mitokondridlis membrén zsirsavait timadva tovabb rontjak az ETC
mikodését, valamint az ApoB molekula proteolizisét eldsegitve gétoljak ragcsdlokban a
VLDL-szekréciét (Pan M, et al. J Clin Invest 2004; 113:1277-1287), ezéltal hozzdjarulva a
madjban torténd triglicerid akkumulédcidhoz.

Obes ragcesalokon végzett kisérletekbdl ismert, hogy a steatosist krénikus gyulladés
kiséri a majban, melyeket a hepaticus NF-kB (nuclear factor kappa-B) fokozott aktivitasa
jellemez (Cai D, et al. Nat Med 2005; 11:183-190 és Arkan MC, et al. Nat Med 2005;
11:191-198). Az NF-xB a TNF-a, IL-6, IL-1P szintjének emelésén keresztiil a Kupffer-
sejteket aktivdlja. A citokinek a NASH 0Osszes jellemzdjének létrejottében részt vesznek: a
hepatocyta necrosisban és apoptosisban (TNF-a/TGF-f), neutrofil kemotaxisban (IL-8), a

HSC-aktivaciéban (TNF-o/TGF-) és a Mallory-testek kialakuldsaban (TGF-$). Emellett
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humdn kisérletes adatok bizonyitottdk, hogy a NASH-ben szenvedd obes egyének mdjaban
szignifikdnsan magasabb a citokinek génexpresszidja azon elhizott egyénekhez viszonyitva,
akiknek egészséges a majuk, emellett a génexpresszid a szovettani sulyossaggal is korreldlt

(Crespo J, et al. Hepatology 2001; 34:1158-1163).

2.2. Az uncoupling protein-2 (UCP2)

2.2.1. Altalanos megfontolasok

Az uncoupling (szétkapcsolas; a mitokondrium bels6 membranja koriil felépiild proton
gradiens és az ATP-termelés szétvalasztdsa) mdar régdta csabito teriilete az obesitas
kezelésének. A dinitrofenolt, mely hatékony szétkapcsolé &dgens, az 1930-as években
probaltdk ki elhizas elleni szerként, bar sulyos mellékhatdsai miatt késobb felhagytak vele.
1961-ben kozolte Peter Mitchell azota mérfoldkOvé valt kemiozmotikus elméletét, mely az
oxidativ foszforilacié és a mitokondriélis energiatermelés kérdésével foglalkozott (Mitchell P.
Naturwissenschaften 1961; 191:141-148). A gliik6z és a zsirsavak égetésébdl szarmazd
redukdlt nikotinamid-adenin-dinukleotid (NADH) és szukcinat 4ltal leadott elektronok
végighaladnak az elektron transzport lancon, mig végiil a molekuldris oxigént vizzé
redukaljdk a citokrom c oxidaz (komplex IV) segitségével. Az elektronok végighaladdsa soran
felszabaduld energia a protonok mitokondridlis matrixbdl az intermembrin térbe irdnyul6
transzlokdcidjara hasznalodik fel. Az igy létrejovo elektrokémiai gradiens (egyéb nevein:
proton-motive force, back pressure, mitokondridlis membrangradiens, A¥Ym) kovetkeztében
1étrejovo proton visszadramlds az ATP-szintetdzon keresztiil energiatermelésre hasznédlodik

fel.
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Ismert, hogy az oxidativ foszforilacié sohasem 100%-os hatdsfoku, azaz az elhaszndlt
oxigén egy része — a protonok visszacsorgdsa kovetkeztében — nem hasznalédik fel ATP-
termelésre, és hdenergia forméjaban felszabadul (Brand MD, et al. Int J Obes Relat Metab
Disord 1999; 23 Suppl 6:54-S11). A protoncsorgds a mitokondridlis bels6 membran
sajatossagai mellett (bazalis proton konduktancia) specidlis karrier proteinek miikodésébdl
adédik (indukdlhaté proton konduktancia) (Stuart JA, et al. Biochim Biophys Acta 2001;
1504:144-158). Ezt a funkcidt a barna zsirszovet mitokondriumaiban az uncoupling protein
(UCP, vagy thermogenin, késobbi nevén UCPI) latja el, igy a hideghez valé adaptacidban,
thermogenesisben nélkiilozhetetlen a szerepe (Klingenberg M. J Bioenerg Biomembr 1999;
31:419-430).

1997-ben két, egymastdl fiiggetleniil dolgoz6 munkacsoport klénozta az UCP2-t
(Fleury C, et al. Nat Genet 1997; 15:269-272 és Gimeno RE, et al. Diabetes 1997; 46:900-
906). Az UCP3-at majdnem ezzel egyidejiileg fedezték fel, majd rovidesen tovabbi két tagja
is ismertté valt a mitokondridlis anion karrier fehérjéknek (Bouillaud F, et al. Biochim
Biophys Acta 2001; 1504:107-119). Fleury és Gimeno fent emlitett, a fehérjét eldszot leird
munkdibdl ismert, hogy az ucp2 génje egerekben a 7-es kromoszémén, emberekben a 11q13
szintetikus régidba lokalizdlt. A human UCP2 fehérje 308 aminosavbol éll, 33 kDa
molekulasulyd és aminosav-szekvencidja 59%-os homol6gidt mutat az UCP1-gyel. Az UCP2
szerkezete igy igen hasonlé az UCP1-hez, valamint meglehetdsen konzervalt a kiilonb6z0
fajokban. A tobbi mitokondridlis karrier fehérjéhez hasonléan az UCP2 is hat o-helixet
tartalmaz, melyek a mitokondrium bels6 membrianjaba dagyazottak, ahol a fehérje
homodimerként funkciondl (Fleury C, et al. Int J Biochem Cell Biol 1999; 31:1261-1278).

A fentebb részletezett homoldgia alapjan azt vérhatndnk, hogy az UCP2 jelentOs
szerepet jatszik a thermogenesis szabdlyozdsiban. Azonban az UCP2 dltal mediélt

protoncsorgds fiziologids szerepe a mai napig vita targya: élesztOkben példaul csak
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nagysdgrenddel az élettani koncentrdciét meghaladéan indukél protoncsorgdst, valamint az
emlosokben megfigyelt bazalis konduktancidért 6nmagaban biztosan nem teheto felelOssé
(Stuart JA, et al. J Biol Chem 2001; 276:18633-18639). Az UCP1 az egyetlen eddig ismert
szétkapcsolo fehérje, melyrdl egyértelmiien bizonyitott, hogy fizioldgids koncentracidkban is
hozzéjéarul a proton konduktancia véltozasdhoz. Mennyisége a barna zsirszovetben az dsszes
mitokondridlis fehérje akdr 5%-4t is elérheti. Az UCP2 kiilonboz6d mennyiségben
gyakorlatilag az 0Osszes szovetben detektdlhatd, ugyanakkor expresszidja egy-két
nagysagrenddel kisebb, mint az UCP1-€ a barna zsirszovetben (Jezek P, et al. Physiol Res
2004; 53 Suppl 1:5199-5211). Ennek kovetkeztében az UCP2 1ényegesen kisebb mértékben
jarul hozzd a protonok mitokondridlis métrixba torténd visszacsorgdsdhoz. Szintén ismert,
hogy az ucp2 gén ablécidjdval 1étrehozott UCP2-knockout (UCP2-KO) egerek nem hiznak el
és alapanyagcseréjiik gyakorlatilag véltozatlan marad (Zhang C, et al. Cell 2001; 105:745-
755).

A fehérjét eloszor leir6 munkdk az UCP2 mRNS-€ét szdmos szovetben detektaltdk. A
késObbiekben az expresszid mértékét kiilonosen magasnak taldltdk az immunrendszer
sejtjeiben, szoveteiben, igy a thymusban, 1épben és a makrofagokban (Larrouy D, et al.
Biochem Biophys Res Commun 1997; 235:760-764 és Pecqueur C, et al. J Biol Chem 2001;
276:8705-8712 és Bechmann I, et al. Biochem Pharmacol 2002; 64:363-367). Felismerték,
hogy az UCP2 mRNS és fehérje szintje nem mindig korreldl, igy a transzlacids reguldcid
jelentos lehet (Pecqueur C, et al. J Biol Chem 2001; 276:8705-8712). A gyakorlatilag
ubiquiter jelenléte ellenére az egészséges majban az UCP2 expresszidja jellemzden a Kupffer-
sejtekre korldtozédik, mig a hepatocytdkban nagyon alacsony, vagy nem detektalhato
mennyiségben van jelen (Larrouy D, et al. Biochem Biophys Res Commun 1997; 235:760-

764).
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Jelenlegi ismereteink szerint a fehérje az aldbb részletezett funkcidkat 14tja el (1. abra):
1. limitalja a reaktiv oxigéngyokok képzddését,
2. csokkenti a sejt ATP-termelését,

3. befolyassal van a zsirsav-anyagcserére.

intermembrdn tér

| | » proton gradiens

H H
H' H
ol Lo
02 ” .
NADH H,0 héenergia ADP
T ROS ATP
zsirsavak
g]ﬁké 7 mitokondrium mdtrix

1. dbra: Az UCP?2 feltételezett hatdsai a mitokondrium belsé membrinjaba dgyazva

2.2.2. Az UCP2 és a mitokondrialis ROS-termelés

Jelenleg ezt tartjdk a legfontosabbnak a fehérje funkci6i koziil. A proton gradiens a
fentebb leirt mddon, a gliik6z- és zsirsavkatabolizmus redukélt szubsztratjainak az ETC 4ltal
valé oxiddlasa sordn jon létre, ezéltal biztositva az ATP-szintetiz mikodését. Barmilyen
egyensilyeltolodds a gradiens felépitése €s az ATP szintézise kozott a A¥Ym novekedését
eredményezi: amennyiben til sok szubsztrat all rendelkezésre (obesitas, diabetes, hirtelen

nagy fogyds kovetkeztében), a respirdciés ldnc nem képes 1épést tartani a kindlattal és

18



maximalis ATP-szintézis mellett megcsappan a sejt adenozin-difoszfat (ADP)-készlete. Az
igy létrejové mitokondridlis hiperpolarizacié kovetkeztében az elektron transzport lanc
sebessége lelassul. Az elektronok torléddsa a szuperoxid-anionok keletkezésének kedvez,
mivel megnd azon mobil elektronkarrierek féléletideje, melyek az oxigén parcidlis
redukcidjat, és szuperoxid-termelést hoznak 1étre (Skulachev VP. Biochim Biophys Acta 1998;
1363:100-124). Fentieket alapul véve az UCP2 dltal szabdlyozott protoncsorgds (dn. ,,mild
uncoupling”) kedvezd hatdsu, mivel — az ADP jelenlététdl fiiggetleniil — csokkenti a proton
gradienst és eldsegiti a 1égzési ldnc zavartalan miikodését, igy visszafogja a szuperoxid
képzOdését €s a sejtekre haruld oxidativ stresszt. Az UCP2 ROS-termelésben jatszott szerepét
tobb megfigyelés is aldtdmasztja. Arsenijevic €s mtsai irtdk le, hogy UCP2-KO egerek
peritonedlis  makrofdgjainak  szabadgyok-termelése és igy a mikrobdk elleni
védekezOképessége megnd, €s rezisztenssé valnak Toxoplasma fertdzéssel szemben
(Arsenijevic D, et al. Nat Genet 2000; 26:435-439). UCP2-t ,tilexpresszald” corticalis
neuronok és UCP2-transzgén egerek agyszovete, az egyebekben sejthalélt el6idézo gliikoz- és
oxigénmegvondssal szemben ellenallobba valt (Mattiasson G, et al. Nat Med 2003; 9:1062-
1068). Munkacsoportunk irta le partialis hepatectomia utdn regenerdlédé6 UCP2-knockout
egerek mdjdban a reaktiv oxigéngyokok emelkedett voltidt, mely hozzdjarul az elhiz6dé
regeneracidhoz (Horimoto M, et al. Hepatology 2004; 39:386-392). Az UCP2 és a ROS
kozott reciprok Osszefiiggés is igazolddott: a szuperoxid, vagy terméke a madtrixban
kozvetleniil serkenti az UCP2 aktivitdsit és igy a protonkonduktanciit (Echtay KS, et al.

Nature 2002; 415:96-99).

2.2.3. Az UCP2 és az ATP-termelés

A fehérje ezen funkcidjdhoz nem sziikséges, hogy az UCP2 mint kizardlagos

protonkarrier hasson, hiszen az UCP2 széllithat barmely mas molekulat is a bels6 membranon
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keresztiil, és igy is képes vetélkedni az ATP-termeléssel. Mivel az ATP-szint gyors
ingadozasait a metabolikus rata véltozasdval nehézkes lenne biztositani, igy a proton gradiens
és az ATP-szintetdz alternativ uton vald szabalyozasa kézenfekvd megoldas. A mechanizmus
egyik érdekes megnyilvanuldsa az, ahogyan a pancreas B-sejtjeinek inzulintermelését az
UCP2 aktivitdsa negativan befolydsolja. Ennek a folyamatnak potencidlis jelentOségét
inzulinrezisztens diabetesben igazoltdk Zhang €s mtsai, miszerint az inzulinrezisztencia és a
masodlagos hyperglycaemia fokozott inzulin-elvalasztast igényelne, amely azonban a B-sejtek
megnovekedett UCP2-expresszidja miatt inadekvat marad (Zhang C, et al. Cell 2001;

105:745-755).

2.2.4. Az UCP2 és a zsirsav-metabolizmus

A protontranszport mechanizmusa részleteiben még nem tisztazott, de kétségtelen, a
szabad zsirsavak emelkedésével jaré allapotok, igy a magas zsirtartalmud diéta, illetve az
obesitas, az UCP2 szignal szignifikdns emelkedését okozzdk egerek fehér zsirszovetében
(Fleury C, et al. Nat Genet 1997; 15:269-272 és Gimeno RE, et al. Diabetes 1997; 46:900-
906). Allatkisérletes adatok alapjan a hepatocytdkban az UCP2 expresszidja rendkiviil
alacsony, 4m a plazma FFA-emelkedésével jar6 allapotokban, illetve steatosisban
szignifikdnsan emelkedik (Chavin KD, et al. J Biol Chem 1999; 274:5692-5700 és Baffy G, et
al. Hepatology 2002; 35:753-761); mely megerOsiti azon feltételezést, hogy az UCP2
szerepet jatszik a zsirmdj-betegség pathogenesisében. Ob/ob egerek médjdban az UCP2-szigndl
(mRNS és fehérje) szignifikdnsan magasabb a sovany éllatokhoz viszonyitva (Chavin KD, et
al. J Biol Chem 1999; 274:5692-5700).

A kiilonboz6é zsirsavak eltéréen hatnak az UCP2 expresszidjara. Patkiny
hepatocytdkban a tobbszorosen telitetlen zsirsavak szignifikdnsan jobban emelték az UCP2

mRNS expresszigjat, mint az olajsav (egyszeresen telitetlen zsirsav), mig a palmitatnak
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(telitett zsirsav) gyakorlatilag nem volt hatdsa. Mindezek alapjdn valdszinlileg a zsirsavak
altal regulélt transzkripcids faktorok €s az ucp2 gén komplex interakcidjaval van dolgunk. A
fenti munka alapjdn a PPAR-csalddnak feltételezhetGen szerepe van a szabdlyozasban
(Armstrong MB, et al. Am J Physiol Endocrinol Metab 2001; 281:E1197-E1204). A PPARa a
hepaticus  zsirsav-oxidiciét és ketogenesist serkenti, a PPARy az adipocytdk
differencidlodédsat szabdlyozza, mig a PPARS a koleszterin-anyagcserében és szintén a
zsirsav-oxidacioban involvalt (Kersten S, et al. Nature 2000; 405:421-424).

Ismert, hogy az UCPI altal katalizdlt proton konduktancia szorosan szabdlyozott:
purin nukleotidok gétoljdk, mely gdtlast a zsirsavak feliilvezérlik, amikor a hidegre adott
valaszként az adrenerg beidegzés kovetkeztében az intracelluldris triglicerid raktarakbol FFA
aramlik ki (Brand MD, Esteves TC. Cell Metabolism 2005; 2:85-93). Jelenleg széles korben
elfogadott, hogy aktivici6 nélkiil az UCP2 nem miikddik proton transzporterként (Echtay KS,
et al. Nature 2002; 415:96-99). Ugyanakkor az is elfogadast nyert, hogy az UCP2, UCP3,
madar- és novény-UCP-k is specifikus aktivald molekuldk jelenlétében proton karrierként
milkodnek és fokozzak a konduktanciiat a mitokondriumokban (Considine MJ, et al. J Biol
Chem 2003; 278:22298-22302 és Brand MD, et al. Free Radic Biol Med 2004; 37:755-767).
Echtay munkdibdl ismert, hogy az aktivacioban zsirsavak és lipid-peroxidok is részt vesznek
valoszinlileg ugy, hogy attorik a purin nukleotidok gatlé hatasat (Echtay KS, et al. Nature
2002; 415:96-99 és Proc Natl Acad Sci USA 2001; 98:1416-1421, valamint EMBO J 2003;

22:4103-4110).

2.2.5. Az UCP2 és a steatosis
Az UCP2 karrierként képes részt venni a zsirsavak transzportjdban is. Bizonyos
feltételezések szerint magdnak a protonnak a transzportja is a zsirsavak segitségével torténik

Eme, un. ,flip-flop” modell szerint a zsirsavak protondlddva szabadon bejutnak a
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mitokondrium matrixba (flip), ahol a matrix acil-CoA szintetdz hidnya miatt felhalmozddnak
és deprotondlédnak. Az UCP2 a zsirsav-anionokat exportdlva (flop) ezdltal nett6
eredményként proton influxot katalizal. Mivel nemcsak zsirsavak, hanem zsirsav-peroxidok is
széllitodhatnak ilyen tton, ezéltal a hepatocellularis lipotoxicitastol védi a méjat (Goglia F,
Skulachev VP. FASEB J 2003; 17:1585-1591). Feltételezhetd, hogy az UCP2 aktivitdsa
eldsegiti a zavartalan zsirsav-oxidaciot, kiillondsen a szubsztratok tilkinélata, obesitas esetén.
Mas szoval, a zavartalan lipidkatabolizmus — legaldabbis bizonyos élettani koriilmények

mellett — megkovetelheti az UCP2 jelenlétét.

2.2.6. Az UCP2 és a steatohepatitis

Bar az UCP2 szdmos szovetben kimutathatd, ez nem feltétleniil jelenti azt, hogy a
fehérje funkciondlisan is jelen van mindezen szovetekben. Nem kétséges, hogy funkcionalisan
aktiv az UCP2 pl. a 1épben, vagy a thymusban és immunsejtekben (makrofdgok, limfocitdk).
Felmeriill annak a lehetdsége is, hogy sok szovetben, ahol az UCP2 mRNS és fehérje
azonosithatd, a szigndl annak tudhat6é be, hogy az immunrendszer sejtjei szinte mindenhova
eljutnak a szervezetben. Ez latszik igazolddni a m4j esetében. Az egészséges maj UCP2
expresszigjat sikeriilt a Kupffer-sejtekbe lokalizalni, mig a parenchymds sejtek UCP2
szigndlja alig detektalhatd (Larrouy et al, Biochem Biophy Res Commun 1998, 235:760-764).
Ugyanakkor zsirmdj-betegségben az UCP2 expresszidja jelentdsen fokozddik a parenchymds
majsejtekben (Chavin KD, et al. J Biol Chem 1999; 274:5692-5700 és Rashid A, et al.
Hepatology 1999; 29:1131-1138 és Baffy G, et al. Hepatology 2002; 35:753-761 ).

A méjban felhalmoz6dé lipidek nem semlegesek, igy a kialakulé zsirmdj 1ényegesen
sebezhetdobbé viélik, mely a mésodik ,,csapdsnak™ késziti eld a talajt. Az el6zd fejezetekben
taglaltak szerint, amennyiben nagy mennyiségii zsirsav jut be a mitokondriumokba, a 1é€gzési

lanc lelassuldsa a reaktiv oxigéngyokok kialakuldsanak kedvez, emellett a f-oxidacié fluxusa
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is csokken. Utobbi kovetkeztében a belépd alternativ zsirsavoxiddcids utak tovdbb fokozzdk
az oxidativ stresszt. Emellett egyéb folyamatok is rontjadk a mitokondriumok miikodését: igy a
toxikus dikarboxilsavak felhalmozddédsa a mikroszomadlis w-oxidacié altal (Tonsgard JH, et
al. J Clin Invest 1985; 76:816-825), vagy a direkt oxidativ mitokondridlis DNS-karosodas
kovetkeztében, mely utébbi jelentds részben kodolja az elektrontranszport-lanc tagjait.
NASH-betegek méjaban az 6sszes ETC-tag komplex — beleértve a csak nuklearisan kédolt II-
es komplexet — aktivitdsa csokkent (Pérez-Carreras M, et al. Hepatology 2003; 38:999-
1007). A steatohepatitisben  sejtmorfoldgiai  véltozdsok is ismertek: igy a
megamitokondriumok, inclusids testek kialakuldsa és a mitokondridlis cristak elvesztése is
jellemzé a nem-alkoholos steatohepatitisre (Sanyal AJ, et al. Gastroenterology 2001;
120:1183-1192 és Caldwell SH, et al. J Hepatol 1999; 31:430-434).

A fokozott zsirsavbedramlds kovetkeztében jelentkez6 ROS-produkcié a majszovetet
jelentosen karositja. Azt gondolhatndnk, hogy az UCP2-expresszi6 fokozdéddsa a
hepatocytdkat megvédi az oxidativ stressz karos hatdsaitdl, ugyanakkor ragcsalok zsirmdjaban
a fehérje fokozott expresszigja ellenére az oxidativ stressz jelentds (Yang S, et al. Arch
Biochem Biophys 2000; 378:259-268 és Soltys K, et al. Hepatology 2000; 34:13-18).
Megemlitendd, hogy a human zsirmdj és steatohepatitis UCP2 expresszidjarol adatok csak
mérsékelt mennyiségben 4dllnak rendelkezésre: immunhisztokémiai vizsgalatok alapjdn az
UCP2 szignalja fokozott, mely korreldl a betegség sulyossagival (Park JW, et al. J
Gastroenterol Hepatol 2007; 22:491-497). Béar tgy tlinik, 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.
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Az egészséges mdjban az UCP2 expresszidja domindléan a Kupffer-sejtekbe
lokalizalt, ugyanakkor ez az eloszlds bizonyos éllapotokban megvéltozik. Példaul a fehérje
kifejez0désének csokkenését és a ROS-termelés fokozodasit figyelték meg ob/ob egerek
peritonedlis makrofdgjaiban, mig soviany egerekbdl nyert makrofdgokban hasonld véaltozasok
voltak detektdlhaték endotoxin hatdsara (Lee FY, et al. Am J Physiol 1999; 276:C386-394).
Ezek a megfigyelések arra irdnyitottdk a figyelmet, hogy zsirmdj-betegség sordn a
hepatocytdkban megfigyelhetd nagyfoki UCP2-expresszié fokozdédast parhuzamos expresszid
csokkenés kisérheti a makrofdgokban, és rokon sejtjeikben, a Kupffer-sejtekben. Nem-
parenchymads sejtekben az UCP2 mRNS szintje csokkent, ezzel parhuzamosan a parenchymas
majsejtek UCP2 szigndlja fokozodott fibrat, vagy halolaj hatdsira patkdnyokban (Nakatani T,
et al. J Biol Chem 2002; 277:9562-9569). Fentiek alapjin, ha az UCP2 val6ban gatl6 hatassal
van a reaktiv oxigéngyokok produkciéjara NASH-ben, a betegségben megfigyelhetd fokozott
ROS-termelés sokkal inkabb a Kupffer-sejtekben észlelhetd csokkent fehérjeexpresszidval,
mintsem a hepatocytdkban bekovetkezd szignélfokozdéddssal magyardazhat6. A fenti negativ
szabdlyozds, mely a makrofagokban kimutathatd, eddig csak az endotoxinra adott vdlaszban
nyert bizonyitdst. Spekuldciok léteznek arra vonatkozdan, hogy a fehérje 2-es exonjdba
lokalizalt, egy feltehetdleg 36 aminosavbdl all6 fehérjét kédolé uORF (upstream Open
Reading Frame) szakasz (Pecqueur C, et al. J Biol Chem 2001; 276:8705-8712), vagy a 2-es
intronban leirt enhancer element megszakaddsa (Kizaki T, et al. Proc Natl Acad Sci USA
2002; 99:9392-9397) okozhatja a jelenséget.

Az UCP2-expresszi0 fokozdddsa az ATP-szintézissel interferdlhat a zsirral telt
madjsejtekben. Bar az elhizds emberekben Onmagaban nem befolydsolja a hepaticus ATP-
raktarakat (Nair S, et al. Am J Gastroenterol 2003; 98:446-470), az ATP homeosztizis zavara
zsirmdjban bizonyitott: graft elégtelenség gyakrabban kovetkezik be zsirmdj-betegségben

szenvedd donorok részvételével tortént majtranszplanticio utén (Clavien PA, Selzner M. Liver
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Transpl 2002; 8:980), biopszidval igazolt NASH-ben fruktdéz addsa utin az ATP-raktirak
visszaallitasa lassul a BMI novekedésével (Cortez-Pinto H, et al. JAMA 1999; 282:1659-
1664). Patkanyokban a kolinszegény diéta hatdséra 1étrejovo steatosisban csokken a md; ATP-
tartalma, mely tovdbb redukdlédik éheztetés — és igy a zsirmdj-betegség progresszidja —

hataséra (Vendemiale G, et al. Hepatology 2001; 33:808-815).

2.2.7. A zsirmaj és a hepatocellularis carcinoma

Cryptogen cirrhosisban az obesitas fliggetlen prediktora a mdjrdknak, emellett az
obesitas onmagdban egyéb daganatok incidencidjit is fokozza (Nair S, et al. Hepatology
2002; 36:150-155 és Calle EE, N Engl J Med 2003; 348:1625-1638). A HCC eldfordulési
gyakorisdga ob/ob egerekben is gyakoribb. Mivel ezen dllatokban a steatosist kovetden nem
alakul ki fibrosis a leptin genetikai hidnya miatt; azt feltételezik, hogy nem a fibrosis, hanem
az inzulinrezisztencia maga lehet az oka NAFLD-ben a hepatocellularis carcinoma
kialakuldsénak (Yang S, et al. Cancer Res 2001; 61:5016-5023). Az apoptosis
szabdlyozdsaban a mitokondriumok kozponti szerepet jitszanak: mig az intrinsic utvonal
elsosorban a metabolikus kisikldsokra és az intracellularis oxidativ stresszre reagal, addig az
extrinsic Ut a sejtfelszini sejthaldl-receptorokon (pl. Fas, mds néven CD95) keresztiil valésul
meg (Green DR and Reed JC. Science 1998; 281:1309-1312). A folyamat sordn a pro-
apoptoticus bcl-2 proteinek oligomerizacidja és mitokondriumokba torténd transzlokéicidja, a
kiils6 mitokondridlis membran 4teresztOképességének fokozdddsa és a protongradiens
megsziinése kovetkezik be, melyet intermembrin proteinek (pl. citokrém c) citoszolba torténd
kidramldsa, majd a kaszpazok aktivicidjdnak eredményeként a sejt szétesése kovet (Green DR
and Reed JC. Science 1998; 281:1309-1312). A reaktiv oxigéngyokok emelkedett szintje
daganatsejtekben ismert (Hussain SP, et al. Nat Rev Cancer 2003; 3:276-285). Az UCP2 a

mitokondrium membranpotencidljanak  valtoztatdsdval, az ROS- ¢és ATP-termelés
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befolyédsoldsaval elvileg a folyamat barmelyik pontjdn be tud avatkozni a sejthaldl
folyamatdba, valamint szerepe lehet az eleve emelkedett oxidativ stresszel rendelkezo
daganatsejtek kiillonbozd kornyezeti koriilményekhez torténd adapticidjaban (Harper ME, et
al. FASEB J 2002; 16:1550-1557 és Horimoto M, et al. Clin Cancer Res 2004; 10:6203-

6207), ezéltal — az UCP2-expresszi6 fokozasédval — a sejtek tilélési eldnyhoz juthatnak.

2.3. A fluvastatin és a neoplasia

2.3.1. A statinok pleiotrop hatasai

A HMG-CoA reduktidz non-steroid inhibitorai (a statinok) a hepaticus koleszterin
bioszintézis kulcsenzimjét gitoljadk. Az enzim gatlasa kovetkeztében, 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 reduktiz gatlokkal végzett nagy esetszdmu klinikai vizsgélatok sordn azt
tapasztaltdk (pl. WOSCOP - West of Scotland Coronary Prevention Study; LCAS -
Lipoprotein and Coronary Atherosclerosis Study), hogy néhdny alkalommal kedvezobb volt a
haldlozas és a kardiovaszkularis események eloforduldsanak gyakorisdga, mint ahogy az a
lipidcsokkentd hatds alapjan varhaté lett volna. Ez arra utal, hogy ezen gydgyszereknek a
lipidesokkentésen kiviil egyéb kedvezd hatasaik is vannak, melyeket Osszefoglalé néven
pleiotrép hatdsoknak neveziink. Ilyen hatdsnak tartunk minden olyan véltozast, mely a HMG-
CoA reduktaz gatlé szedésével fligg Ossze, de nem feltétleniil direkt tton, azaz a lipidszintek
befolydsoldsan keresztiil érvényesiill (Mdrk L, Katona A. Cardiologia Hungarica 1999;
28:131-136). A pleiotrop hatasok létezése mellett szolnak azok az érvek is, miszerint a

statinoknak kimutathaté plakkstabilizdlé hatdsuk alakul ki viszonylag hamar, a koleszterin
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szintjének szignifikdns csokkentése elott (pl. MIRACL — Myocardial Ischemia Reduction with
Agressive Cholesterol Lowering vizsgdlat).

A statinok a koleszterinszint csokkentésén tul — tobbek kozott — javitjdk az endothel
diszfunkciét, csokkentik a thrombocyta aktivaciot és a thromboxédn képzddését, csokkentik a
leukocytdk adhézidjit az endothelhez, gatoljak a C-reaktiv protein (CRP) proinflammatoricus
hatdsit. Antioxiddns hatdsuk mellett stabilizdljdk az atheroscleroticus plakkokat, illetve
lassitjdk az Alzheimer-koér progresszidjat is (Paragh Gy, et al. Orv Hetil 2004; 145:1903-

1910).

2.3.2. A statinok és az izoprenoidok

A statinok a HMG-CoA reduktdz gatlasdval nem csak a koleszterin szintjét
csokkentik, hanem a nem-koleszterin jellegli mevalonat metabolitok termelését is redukaljdk
(Brown MS, Goldstein JL. J Lipid Res 1980; 21:505-517 és Galton DJ. Int J Obes 1981;
5:619-625). Ezen izoprenoid metabolitok (pl. farnezil-pirofoszfét, geranil-geranil-pirofoszfat)
a sejt szigndltranszdukcids folyamataiban résztvevé kis guanozin-trifoszfat (GTP)-kotd
fehérjék (Rho, Ras) poszttranszldciés modositdsdban (prenilizacidjdban) vesznek részt
(Goldstein JL, Brown MS. Nature 1990; 343:425-430). A kis GTPazok prenilizicidja
biztositja ezen fehérjék kovalens kapcsolatat, szubcelluldris lokalizacidjat és membrénhoz
kotodését, azaz az inaktiv citoszolikus alak aktiv, membranhoz kotott formdjanak kialakuldsat
(Aktories K. J Clin Invest 1997; 99:827-829 és Van Aelst L, D’Souza-Schorey C. Genes Dev
1997; 11:2295-2322). A Ras és Rho fehérjék fontos szubsztratul szolgalnak a prenilizécidhoz,
igy a statinok kitlin6 célpontjai lehetnek: a HMG-CoA reduktaz gatlok fent emlitett nem-lipid

hatasai a kis GTP-kot6 fehérjék gatldsan keresztiil alakulnak ki.
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2.3.3. A statinok hatasa a daganatképzodésre

A kezdeti kétségeket kdvetden igazolddott a statinok biztonsdgossdga a tumorigenesist
illetéen. Ot, nagy esetszamdi, statinokkal végzett multicentrikus, randomizalt vizsgélat meta-
analizise igazolta, hogy statinkezelést kovetden nem novekszik a daganatok gyakorisdga
(Bjerre LM, LeLorier J. Am J Med 2001; 110:716-723). A statinok gétoljdk a sejtproliferaciot
és apoptosist indukdlnak, ezdltal a daganatnévekedést in vitro és in vivo is hatraltatjdk, mely
hatasukat éllatkisérletekben és humdn malignomékban is bizonyitottak (Bansal N, et al. Leuk
Res 1989; 13:875-882 és Corsini A, et al. Cardiology 1996; 87:458-468 és Maltese WA, et al.
J Clin Invest 1985; 76:1748-1754). Ezen kiviil atherosclerosisban és daganatképzddésben a
statinok kemopreventivnek bizonyultak egyéb anyagokkal egyiitt adva (Schulz S, Nyce JW.
Carcinogenesis 1994; 15:2649-2652 és Cuthbert JA, Lipsky PE. Cancer Res 1995; 55:1732-
1740). A mevalonét ciklus gatlasaval hozhatd Osszefiiggésbe antitumor hatdsuk, mivel a
ciklus mindkét nem-koleszterin jellegli f6 molekuldja, a farnezil- és a geranil-geranil-
pirofoszfét is a sejtproliferacid és sejthaldl folyamatanak szabalyozasdban vesz részt (Vitale
M, et al. Endocrinology 1999; 140:698-704). Az izoprenoidok bizonyos sejtfehérjék (pl.
laminin, G-fehérjék és a kis GTP-kotd proteinek) éréséhez sziikségesek (Wang W, Macaulay
RJ. Int J Cancer 1999; 82:430-434 és Vitale M, et al. Endocrinology 1999; 140:698-704 és
Maltese WA. FASEB J 1990; 4:3319-3328). Az izoprenoidok ndvekedés-szabalyoz6 fehérjék
membrénlokalizaciéjaban és kovetkezményes aktivacidjdban is részt vesznek, valamint emlds
sejtekben sziikségesek a sejtciklus S-fazisdba torténd belépéshez is (Rogler G, et al. Basic Res
Cardiol 1995; 90:443-450). Emellett a statinok — szintén a mevalonat ciklusba beavatkozva —
gatoljak az attétképzodés folyamatat is, mely a Rho alcsaldd geranil-geranildlt fehérjéi
termelésének gitlasan keresztiil valosul meg (Wang IK, et al. Oncology 2000; 59:245-254). A
lovastatinrél példaul ismert, hogy eldsegiti az apoptosist kiilonb6z6 tumorsejtekben

(Dimitroulakos J, et al. Blood 1999; 93:1308-1318), valamint in vitro és radgcsdlokon gatolja a
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tildodaganat fejlodését (Hawk, et al. Cancer Lett 1996; 109:217-222). KésObbi vizsgdlatok
eredményei alapjan a statinkezelésben nem részesiild hyperlipidaemids betegekben a colon-,
prostata- és a higyhdlyagdaganat prevalencidja magasabbnak bizonyult a kezeltekhez képest
(Kaye JA, Jick H. Br J Cancer 2004; 90:635-637).

Bar a statinok fenti hatdsai klinikai alkalmazédsuk szempontjdbdl igen fontos, de még
mindig csak korldtozott mennyiségli informaci6 4ll rendelkezésre ezen gydgyszerek daganat-
és attétképzodésre gyakorolt hatasardl (Davignon J, Mabile L. Ann Endocrinol 2001; 62:101-
112 és Moyad MA, Sonnleithner M. Urol Clin North Am 2004; 31:207-212). Szintén nem
tisztazott, hogy a kiilonboz6é molekuldris struktirdjd HMG-CoA reduktdz inhibitorok valéban

hasonlé médon és mértékben hatnak-e a tumor- és attétképzodés folyamatara.

2.3.4. A fluvastatinrol

A fluvastatin egy nyilt gylirlit tartalmazé szintetikus HMG-CoA reduktédz inhibitor,
melyet az 1990-es évek 6ta haszndlnak a hyperlipidaemia, atherosclerosis kezelésében (Yuan
JN, et al. Atherosclerosis 1991; &87:147-157). Gétolja az érfalban elhelyezkedd
simaizomsejtek proliferacidjat (Soma MR, et al. J Cardiovasc Pharm 1995; 25 (Suppl 4):S20-
S24), valamint humdn pancreas daganatsejtek invazivitdsit csokkenti a RhoA-medialt
geranilgeranilacié gatlasdn keresztiil (Kusama T, et al. Cancer Res 2001; 61:4885-4891).
Human makrofiagokban gatolja a szoveti faktor felszabaduldsit és igy az atherosclerosis
progresszidjat (Colli S, et al. Arterioscler Thromb Vasc Biol 1997; 17:265-272). Csokkenti a
leukocytdk endothelhez torténd adhézidjat patkdnyokban, ezdltal mérsékli a gyulladdsos
valaszt (Kimura M, et al. Arteroscler Thromb Vasc Biol 1997; 17:1521-1526). Gatolja a low-
density lipoprotein (LDL) oxidacidjat és a szuperoxid termelését is (Rikitake Y, et al.
Atherosclerosis 2001; 154:87-96). A fluvastatin — az atorvastatinhoz hasonléan — 4-

fluorofenil-jellegli molekula. Feltételezik, hogy kémiai struktirdjdhoz és lipofil karakteréhez
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kothetd antioxidans, valamint nitrogénmonoxid-szintetdzt aktivalé hatdsa is (Nakashima A, et
al. Life Sci 2001; 69:1381-1389 és Sumi D, et al. Atherosclerosis 2001; 155:347-357 és lkeda
U, et al. J Cardiovasc Pharmacol 2001; 38:69-77). A gydgyszer majszelektiv (Parker RA, et
al. J Lipid Res 1990; 31:1271-1282), in vivo hatékony adagjai rdgcsdlokban a lovastatinhoz
hasonldak (Mascaro C, et al. Arch Biochem Biophys 2000; 374:286-292), Magyarorszagon

40 és 80 mg-os kiszerelésekben van forgalomban.
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3. MODSZEREK

3.1. Az egerek kezelése

Az ucp2 gén ablacidjat és az UCP2-knockout egerek 1étrehozdsit korabban leirtdk
(Zhang C, et al. Cell 2001; 105:745-755). Az ucp2 és ob génre heterozigbta (ucp2 +/- és ob
+/-) egereket kereszteztiik a kettds heterozigotik létrehozdsa érdekében. ElObbieket Dr.
Bradford Lowelltdl (Harvard Medical School, Boston, MA) kaptuk, utébbiakat a Jackson
Laboratories-t6l (Bar Harbor, ME) rendeltiik. A kettds heterozigétdk pdaroztatasa
kovetkeztében kettds homozigétakat (knockoutokat) nyertiink, melyekben az UCP2 fehérje
nem detektdlhatd; valamint a leptin hidnya kovetkeztében az éllatok elhiznak, mdjukban
silyos steatosis alakul ki. Ezen, 8-18 hetes kettés homozigéta (ob/ob:ucp2”) obes néstény

egereket, illetve szintén obes, de UCP2-t expresszalé (ob/ob:ucp2™*

) nOstény tarsaikat
hasznaltuk. A genotipizélést az egerek farkabol emésztéssel nyert DNS segitségével végeztiik
az irodalomban mar ismertetett moédon (Zhang C, et al. Cell 2001; 105:745-755 és Chung
WK, et al. Obes Res 1997; 5:183-185).

Az éllatokat egy alkalommal intraperitonedlis Jo2 antitesttel (BD PharMingen, San
Diego, CA) oltottuk be alacsony (0,15 mg/ttkg), vagy nagy dézisban (0,4 mg/ttkg). A kontroll
allatokat szintén intraperitonedlisan, fiziol6gids séoldattal injektaltuk. A szérum alanin-
aminotranszferdz (ALT) aktivitdsokat 24 6rdig kovettiik, hacsak az éllatok hamarabb el nem
haltak. A vért a farokvéndbdl, vagy — pentobarbitdl anesztéziidt kdovetden — szivpunkcidval
nyertiik. Az egerek méjat egészben kivéve azt két részre osztottuk: az egyiket folyékony
nitrogénben azonnal lefagyasztottuk, a mésik majdarabkat szovettani vizsgélatra hasznaltunk

fel. Az Osszes, dllaton végzett in vivo kisérletet a Rhode Island Hospital (Providence, RI,

USA) etikai bizottsdga hagyta jov4.
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3.2. Szovettani vizsgalatok

A mijszovetet egy éjszakan at 4% paraformaldehidet tartalmaz6é PBS-ben (phosphate-
buffered saline) fixaltuk 4°C-on, majd dehidrdlast kovetden paraffinba &dgyaztuk és
mikrotémmal 4 pm vastagsigu szeletekre vagtuk. A madjban lezajlé apoptosist €s 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 es0 TUNEL-pozitiv apoptoticus sejtmagvat, dllatonként legalabb
2000 majsejtet vizsgédlva. Az apoptosis és necrosis kozos megitéléséhez a TUNEL-képeket
digitalizéltuk (MicroPublisher 3.3 RTV, Qimaging, Burnaby, British Columbia), és a
peroxidaz festddés teriiletét €s intenzitdsit egy konstans optikai denzitdssal rendelkezd hattér
felett rogzitettiik szoftver segitségével (Image Pro Plus 5.1, MediaCybernetics, Silver Springs,
MD). Az igy kapott integrilt optikai stirliséget (I0OD, integrated optical density) onkényes
egységekben (AU, arbitrary units) adtuk meg. Az dlland6 optikai koriilményeket az Osszes

morfoldgiai vizsgalatndl megtartottuk.

3.3. DNS fragmentacios vizsgalat

Az apoptosisra jellemzd DNS fragmentdciét a gyorsitott apoptoticus DNS-1étra
protokoll (accelerated apoptotic DNA laddering protocol) médositott valtozataval vizsgéltuk
(Yeung MC. Biotechniques 2002; 33:734-736). A mdjszovetet lizis pufferben (50 mmol/l Tris-
HCI, pH 7.5; 1% NP-40, 20 mmol/l EDTA) homogeniziltuk, majd a lizitumot 5 percig
16000g-n, 4°C homérsékleten ultracentrifugaltuk, majd a feliiluszét fenol-kloroform-
izoamilalkohol 25:24:1 ardnyd (pH 7.4; 0,5 ml) elegyében extrahaltuk. A DNS-
fragmentumokat a folyadékfazisbol 50 pl 3 mol/l natrium-acetét (pH 5,2), 1 pl nukledzmentes

glikogén (Roche, Mannheim, Németorszag) és 0,6 ml izopropanol segitségével precipitdltuk.
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Miutén 5 percig jégen tartottuk, a precipitditumot 4°C-on 12900g-n 10 percig centrifugéltuk.
70%-o0s etanollal torténd mosds utdn a pelletet Tris-EDTA pufferben rekonstitudltuk és a
DNS-koncentraciét spektrofotometridval detektdltuk. A DNS egyenld mennyiségeit
RnaseOne (Promega, Madison, WI) segitségével emésztettilk, majd Otszords mennyiségli
Orange G festéket adtunk a mintdkhoz és a DNS-fragmentumokat 1,8%-os TAE agar6z

gélelektroforézis utan vizualizaltuk.

3.4. Biokémiai mérések

A szérum ALT aktivitdsdnak meghatarozdsdhoz kereskedelmi kitet haszndltunk
(Infinity ALT Reagent, Sigma, St. Louis, MO).

Az oxidativ stressz becsléséhez a malondialdehid (MDA) mennyiségének
meghatdrozasat végeztiik el, mely a lipidperoxidaci6é végterméke. A nitrogénben lefagyasztott
majmintdt 1 térfogatszdzalék butil-hidroxitoluént tartalmazé fiziologids sdoldatban
homogenizéltuk, majd az MDA-t kereskedelmi kit (Bioxytech MDA-586, OxisResearch,
Portland, OR) segitségével hatdroztuk meg.

A majszovet ATP-tartalmét szintén a méjdarabka homogenizdldsa (20 mmol/l glicin,
50 mmol/l MgSOs, 4 mmol/l EDTA tartalmu pufferben; pH 7,75) utdn mértiikk meg, luciferin-
luciferaz alapu lumineszcencids vizsgélattal (ATPLite Luminescence ATP Detection System,
Perkin-Elmer Life Sciences, Boston, MA).

A tobbi kémiai reagenst a Sigmdtdl (St. Louis, MO) rendeltiik.

3.5. Western blot
A mdjdarabokat 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-dezoxikolat + protedz inhibitorok

(Complete Mini EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, Roche, Indianapolis, IN) preparaltuk.
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A lizatumok fehérjekoncentraciéjat a BCA Protein Assay Reagent Kit (Pierce Biotechnology,
Rockford, IL) mértik. A fehérjeket 10%-os SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel
valasztottuk szét, majd nitrocellulé6z membranra (Perkin-Elmer) transzferaltuk. A blotokat
poliklondlis nyul anti-Fas antitestekkel (1:1000, Abcam, Cambridge, MA) rogzitettiikk. A
tormaperoxiddzzal jelolt szekunder antitesteket végiil elektron-kemilumineszcencids (ECL,

Perkin-Elmer) médszerrel vizualizaltuk, kontrollként B-aktint hasznéltunk.

3.6. Majperfuazio és sejtszeparacio

A parenchymads (parenchymal cell, PC) és nonparenchymdés (nonparenchymal cell,
NPC) sejteket 8-12 hetes UCP2-t expresszalé ob/ob és vékony, vad tipusd (wt/wt) egerek
ma4jabol nyertiik, a modositott Van Harken-szerinti in situ kollagendz perfuziés mddszerrel
(Van Harken, et al. J Biol Chem 1969; 244:2278-2285). Az é4llatok pentobarbitdl anesztézidja
utdn laparotomidbdl a portalis vénét kaniildlva 10 percig 20 mmol/l gliikkézt é€s 0,1 mmol/l
EGTA-t tartalmazé Krebs-Ringer (KRB) oldattal, majd djabb 10 percig kiegészitett KRB-vel
(20 mmol/l gliikkéz, 1,37 mmol/l CaCl,, 150 U/ml I-es tipusu kollagendz - Worthington,
Lakewood NJ) perfundaltuk 2-3 ml/perc sebességgel. A PC frakcié kinyeréséhez ezutdn a
madjat eltdvolitottuk az allatbol, felapréztuk, 70 pm-es sziirdn (BD Falcon, San Jose, CA)
atsziirtiik, majd 5 percig 50g sebességgel lecentrifugdltuk; a feliilliszé ledntése utin a
hepatocytdk alkotjdk a pelletet.

Az NPC frakcié kinyeréséhez az &tszlirt majlizdtumot djabb tizperces emésztési
1épéssel (100 U/l kollagendz, 0,02% pronéz és 0,005% DN4éz) egészitettiik ki. Filtralds és
centrifugdlds utan (mint fent), a nyers NPC-t tartalmaz¢ feliiliszot tjabb 10 percig 1000g-n
centrifugaltuk és az {iledéket iodixanolban (Opti-Prep, Axis-Shield, Norton, MA)
reszuszpendaltuk, 17% iodaxinolt és GBSS-t (Gray’s balanced salt solution) egymadsra

rétegezve. 15 perces centrifugdlds (500g) utan a két oldat kozotti hatarrétegbe keriilé NPC-
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frakciét GBSS-ben reszuszpendéltuk. A sejtek életképességét tripankékkel ellendriztiik,
folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, majd az oldatokat -80°C-on taroltuk tovabbi
felhaszndlasig. A késObbi PCR-vizsgalatokhoz az RNS-t a PARIS Kit (Ambion, Austin, TX)

segitségével extrahaltuk.

3.7. Laser capture microdissection (LCM)

Az egereket 24 o6rdaval a mdj kivétele elott a farokvéndn keresztiil fiziologids
sooldatban szazszorosdra higitott, 200 pl steril India-festékkel injektaltuk. A laser capture
technikat Arcturus Autopix automata LCM-rendszerrel végeztiik. A Kupffer-sejteket (KC)
semleges széntartalmuk alapjan detektaltuk a lefagyasztott majszeletekben, mintdnként kb.
500-at. Az elfogott sejtekbdl RNS-t vontunk ki a PicoPure RNS-izoldcidés kit (Arcturus,
Mountain View, CA) segitségével. Az RNS mindségét Agilent Bioanalyser segitségével
ellendriztiik, melynek feloldoképessége 200 pg/ pl. A real-time PCR-hoz a teljes kivonat 50-
100%-4t hasznéltuk, visszafelé atirva Sensiscript RT kit (Qiagen) segitségével, ugy, hogy

reakcionként kevesebb, mint 50 ng RNS-t hasznaljunk.

3.8. Real-time PCR

A vizsgélatokat 1Cycler 1Q Multi-Color Real Time PCR Detection System (Bio-Rad,
Hercules, CA) segitségével végeztiik. Az egér-UCP2 azonositdsdhoz egy referenciaplazmidot
hoztunk 1étre, a gén egy 929 bazispar (bp) hossziisdgi fragmentumjanak felszaporitasdval
(eldre: 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 (de Kok JB, et al. Lab Invest 2005;
85:154-159). A teljes hosszusagu egér-TBP génjét (957 bp) amplifikdltuk (forward primer:

5’-ATG GAC CAG AAC AAC AGC CTT C-3’; reverz: 5°-CTA TGT GGT CTT CCT GAA
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TCC CTT T-3’), és szintén pCR2.1-be klénoztuk. Az UCP2 és TBP higitasi sorait hasznélva
vettiik fel a standard gorbéket. Az UCP2 felszaporitdsahoz 45 ciklust alkalmaztunk: 15
masodperces denaturdcid 95°C-on, 30 masodperces hdkezelés 60°C-on, majd extenzié 30
masodpercig 72°C-on. 0,4 umol/l végsd koncentrdciéban alkalmaztuk az intron-spanning
primereket (elore: 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 umol/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 mintdbdl duplikdtumot futtattunk és az UCP2 mennyiségét a minta TBP-

tartalmara normalizaltuk.

3.9. A patkanyok kezelése és a fluvastatin adagolasi modszerei

A daganatellenes hatdsokat 150-200 grammos him FLF;, (F344 x FE) hibrid
patkdnyokon tanulmédnyoztuk. Az éllatokat hagyomanyos laboratériumi koriilmények kozott
tartottuk, félszintetikus eledel (LATI, G6doll) mellett ivovizet kaptak. A humdén terdpids
adagok alapjan 0,5 mg/ttkg, 2 mg/ttkg és 20 mg/ttkg fluvastatin (Lescol®, Novartis) dézisokat
allapitottunk meg. A gydgyszert 0,5 ml kukoricaolajban szuszpendéltuk és gyomorszondan
keresztiill napi egy alkalommal, feliiletes éteranesztéziat kovetden adtuk be. Az elso
csoportban a statint a daganatsejtek beiiltetésével egy idében kezdtiik el adni 5, 10, illetve 15
napig. A mdasodik csoport a gyégyszert 21 nappal a tumorimplantdcié eldtt kezdte el kapni,
majd a daganat beiiltetése utdn a statint felfliggesztettiikk. A harmadik csoportban (a fentieket
kombindlva) az allatokba 21 napos fluvastatin adagolast kovetden iiltettiikk be a tumorsejteket,
majd ezt kovetden is folytattuk a gydgyszer addsat. Kisérleteink sordn egyetlen éllat sem
hullott el. Vizsgalatainkat az etikai kovetelményeknek megfeleloen, egyetemiink

Allatkisérletes Etikai Bizottsdga jovdhagydsdval végeztiik.
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3.10. Daganatindukci6

A hepatocellularis carcinomét beltenyésztett ujsziilott F344 patkdnyokban hoztuk
létre, fiziologids soéoldatban oldott 125 pg dimetil-nitrézamin (Sigma No.77561)
intraperitonealis addsaval. A kifejlodott daganatot az dllatok 5-7 honapos kordban tavolitottuk
el, majd a tumorsejteket steril koriilmények kozott izoldltuk. Az eltdvolitott daganatszovetet
apr6 darabokra vagtuk, homogenizaltuk és milanyaghdlon keresztiil atsziirtiik. Az igy kapott
He/Del4 tumorsejteket folyékony nitrogénben taroltuk. Implantacié elott a sejteket M 199
médiumban szuszpendaltuk és higitottuk. A daganat novekedési iitemét 5, 10, 15 nappal a

beiiltetést kovetden hataroztuk meg.

3.11. A Gelaspon korongok elokészitése

A tumorsejtek beiiltetéséhez zselatinszivacs korongokat (Gelaspon®, Germed,
Germany) hasznaltunk. Az 1 mm vastag, 4 mm 4atmérdjii korongokat etilénoxiddal tortént
sterilizdlas utdn egy héten beiil felhasznéltuk: beiiltetés elott a daganatsejt-szuszpenziobdl 1

pl-t cseppentettiink a szivacskorongra.

3.12. Sebészeti modszerek

A patkdnyokat éterrel anesztetizdltuk, majd a lumbalis régiét leborotvéltuk. Uzvolgyi
modszere alapjan a bal vesét felkerestiik, majd a tumorsejteket tartalmaz6é Gelaspon korongot
a vesetok ala behelyeztiik. A jobb vesetok ald — kontrollként — steril, daganatsejteket nem
tartalmaz6 korongot implantdltunk, majd a sebet zartuk. A beiiltetést kovetd otodik, tizedik és
tizenotodik napon az 4dllatokat ismételten anesztetizaltuk és mindkét vesét eltavolitottuk. A
szervek tomegét megmérve kiszdmoltuk a kiilonbséget a tumoros és a nem-tumoros vese

kozott. A tumortdmeg nem haladta meg a patkanyok testtémegének 10%-ét.
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3.13. Statisztikai médszerek

A kisérleteink sordn kapott adatok statisztikai Osszehasonlitdsdt Student-féle nem
parositott t-teszttel, vagy tobbszords Osszehasonlitisok esetén varianciaanalizis, ANOVA
(one-way analysis of variance) segitségével végeztiik. Az Osszefliggések vizsgalatidhoz Fisher-
féle valoszinlis€gszamitast, Mann-Whitney-féle U-tesztet és binomidlis szamitast végeztiink.
Szignifikans kiilonbségnek a p<0,05 szintet tekintettiik, a mérési adatoknal az 4tlagértéket és
annak kozepes hib4jat (dtlag + SEM) adtuk meg.

A statinnal végzett vizsgdlatokhoz szintén ANOVA varianciaanalizist haszndltunk,
melyet Bonferroni-féle t-teszttel is kiegészitettiink. Szignifikdns kiillonbségnek a p<0,05
szintet tekintettiik, a mérési adatoknal az atlagértéket és a standard deviaciot (atlag = SD)

adtuk meg.
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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*™”*

allatok koziil egy hullott el 24 6ran beliil (2. dbra, bal panel). Ezzel
szemben a nagyddzisu antitest beaddsa mindkét csoportban egyértelmiien letdlisnak bizonyult:
az Osszes dllat elpusztult 24 6ran beliill mindkét csoportban (2. abra, jobb panel). Ugyanakkor

az utébbi esetben, az obes UCP2-knockout egerek tulélése szignifikdnsan hosszabbnak

bizonyult obes, UCP2-t expresszald tarsaikéndl (571 + 81 perc, vs. 390 £ 50 perc; p<0,05).

Jo2 (ma/kq)

0.15 0.40
100 100
80 — 80 -
£
60 — 601 — ob/obucp2+/+
-
40 S 401 - ob/obiucp2-/-
20 @ 20
00 % 16 24 032 18 24
Time (h) Time (h)

//////

4.2. Transzaminaz aktivitasok
A Jo2-indukdlt akut méjkdrosodds laboratériumi megitéléséhez az allat elhulldsdig,
maximum 24 dra elteltéig monitoroztuk a sz€rum alanin-aminotranszferdz aktivitdsokat. Az

alacsony dozistd injekciot kdvetden az ob/ob:ucp2*’*

allatok ALT aktivitdsa minden vizsgalt
idépontban magasabbnak bizonyultak ob/ob:ucp2” tarsaikénal (kezdeti: 60,8+10,1 vs.

46,1+25,7 IU/L; 2 6ra utan: 449,5 + 150,0 vs. 111,5+36,8 IU/L; 12 6ra elteltével: 896,3+285,2
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vs. 348,7£119,9 1U/L; 3. abra, bal panel). 0,4 mg/ttkg dézisi Jo2 antitest beaddsa utin
gyorsabban és magasabbra emelkeddé ALT aktivitdsokat mértiink, melyek azonban kevésbé
voltak kifejezettek az ob/ob:ucpZ'/ " egerek esetében (kezdeti: 99,1+49,8 vs. 93,8+45,9 TU/L, 1

ora mulva: 447,4+344,6 vs. 227,8+119,2 TU/L; 2 ora elteltével: 2968,9+2761,9 TU/L vs.

907,4+£382,3 IU/L; 3. 4bra, jobb panel).

Jo2 (mag/kg)
0.15 0.40

1200 . 6000 [ oblob:ucp2+/+
800 g 4000 B ob/obucp2-/-

400 : 5 2000

0 0

0 2 12 0 1 2
Time (h) Time (h)

3. dbra: A szérum ALT aktivitdsok valtozdsa (*p<0,03, az ob/ob:ucp2*’* egerekhez képest)

4.3. Szovettani eredmények hematoxilin-eozin festéssel

Kisdézisu injekcié utdn szdmos apoptoticus sejt volt azonosithatd, azonban kevesebb
elvaltozast taldltunk az ob/ob:ucp2” egerek méjaban (4. dbra). Nagy adag beaddsa utin
massziv haemorrhagids necrosis jott 1étre mindkét genotipusi, de fSleg az ob/ob:ucp2™*
egerek méjaban. Kevésbé kiterjedt elhalds volt megfigyelheté az ob/ob:ucp2” egereknél,
kiilonosen a periportalis tér megkiméltsége volt felttind. A fizioldgids soéoldattal injektalt

egerek korében sem elhaldst nem észleltiink, valamint ALT aktivitdsaikban és szovettanukban

sem észleltiink valtozast.
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ob/ob:ucp2+/+

ob/ob:ucp2-/-

Jo2 (mg/kg)

4. dbra: Apoptosis (nyilak) és necrosis (nyilhegyek) a majakban (400-szoros nagyitas, HE-festés)

4.4. Fas-medialt majsejtelhalas

A mijkérosodds pontosabb megitélése érdekében meghatdroztuk és dsszehasonlitottuk
a hepatocellularis apoptosis mértékét a kiillonb6zd csoportokban. Megjegyzendd, hogy a
sooldatot kapott egerek médjaban is észleltiink kismértékiit TUNEL-pozitivitast; és azt talaltuk,
hogy a kiindulé hepatocellularis apoptoticus rdta szignifikdnsan alacsonyabb volt az
ob/ob:ucp2” egerekben (5. dbra, panel 1 és 2). A 0,15 mg/ttkg dézisi Jo2 injekcié is
jelentdsen emelte az apoptosis ratat, am ez kisebb mértékiinek bizonyult az UCP2-KO egerek
esetében (5. dbra, panel 3 és 4). Ezek az eredmények korreldlnak az ob/ob:ucp2” éllatoknél
megfigyelt alacsonyabb transzamindz értékekkel.

A 0,4 mg/ttkg d6zisu Jo2 antitest fulmindns méjkarosodést okozva dramaian emelte az
apoptoticus sejtek szdmdt, melyekkel parhuzamosan konfludlé necroticus teriileteket is

megfigyeltiink, melyek szintén TUNEL-pozitivnak bizonyultak (5. dbra, panel 5 és 6). Ezen

41



aredkon beliil szdmos sejt diffuz festddési mintdzatot mutatott a necrosisnak megfelelden,

szemben az apoptosisra jellemzd sotét, zsugorodott sejtmagokkal.

ob/ob:ucp2+/+

ob/ob:ucp2-/-

0.15
Jo2 (ma/ka)

5. abra: Az apoptosis immunhisztokémidja (TUNEL)

A TUNEL-pozitiv sejteket megszamolva kijelenthetd (6. dbra), hogy a hepatocellularis

apoptoticus rdta az ob/ob:ucp2*’*

egerekben szignifikdnsan magasabb kiinduldskor és
kisd6zisid Jo2 addsa utdn is, szemben az ob/ob:ucp2” éllatokban észleltekkel (kezdeti:
2,37+£0,64 vs. 1,53+0,55 apoptotikus sejtmag/latémezd; kisdézisu antitest utdn: 35,40+6,07
vs. 16,18+3,72 apoptotikus sejtmag/ldtomezd). Ez a tendencia volt megfigyelhetd a

nagydoézisu injekcié addsa utdn is (101,0£22,0 vs. 54,0+10,3 apoptosis/laitdmezd), 4m ez a

kiilonbség mér nem volt szignifikans (p=0,086).
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75 [ ob/obucp2+/+
50 .y B ob/obucp2-/-
2.

0+ ’

none  0.15 0.40
Jo2 img/kg)

Apoptosis (event/HPF)

6. dbra: Az apoptoticus rdta vdltozdsa (*p<0,05, a Jo2-val nem kezelthez képest; 1p<0,05, az

ob/ob:ucp2*”* egerekhez képest)

Mivel a nagydézisu Jo2 injekcidé utdn apoptosisra €s necrosisra utalé jeleket is
észleltiink, a hepatocellularis sejtelhalds mértékének megitélésére a szovettani mintdk
képanalizisét végeztiik el. A vizsgalat alapjan megallapithat6, hogy a 0,4 mg/ttkg dézisu Jo2
szignifikdnsan enyhébb karosodést okozott az ob/ob:ucp2” egerek majéban (895,13£100,75

vs. 449,62+104,47 AU; 7. 4bra).

5 1000
(=]
= 750
E ! aob/obucp2 +/+
m = Blul il +
§ il m oblobucpd--
T 250
=
040
Jo2 ima'ky)

7. abra: Az Osszes sejtelhalds (apoptosis+necrosis) mértéke képanalizis segitségével (1p<0,05, az

ob/ob:ucp2*’* egerekhez képest)

A programozott sejthaldl folyamata energiaigényes, ezzel szemben a sejtek
energiakészletének csokkenése inkabb necrosisra hajlamosit (Lemasters JJ, et al. J Bioenerg
Biomembr 1999; 31:305-319). Igy arra a kovetkeztetésre juthatndnk, hogy az obes UCP2-KO
egerek majaban a sejtek ATP-raktarai megkiméltebbek, ezéltal a sejtelhalds dominélé formdja

inkdbb az apoptosis. Ezzel szemben az apoptosis egyik kulcsfolyamatianak, a DNS
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fragmentacidjanak vizsgalata azt mutatta, hogy a létraképz0dés — Osszehasonlitva az
0b/0b:ucp2+/ * allatokkal — kisebb mértékii az ob/ob:ucpZ'/ " egerekben. Ez a kiilonbség mind a

kis-, mind pedig a nagyddzisu antitest injekcid beaddsa utdn megfigyelhetd (8. dbra).

O ob/obuucp2+/+ M ob/ob:ucpl-/-
) — ) ] ——

none 015 040
Jo2 (mg/kg)

8. dbra: A DNS fragmentaci6 (1étraképzddés) Jo2-injekcidt kovetden

4.5. Fas-expresszio

Ismert, hogy diétdval kivéltott obesitasban szenvedd egerekben a Fas (CD95)
expresszidja fokozodik, mely hozzdjarul a Fas-medidlt mdjkarosoddshoz (Feldstein AE, et al.
J Hepatol 2003; 39:978-983). Ezért immunoblottal meghatdroztuk a Fas (CD95) expresszdjat
az ob/ob:ucp2” és ob/ob:ucp2*”* egerekben is. Mivel kiilsnbséget nem taldltunk, ez arra utal,
hogy nem a Fas (CD95)-expresszié megvaltozasa okozta az ob/ob:ucp2” egerek enyhébb

mdjkédrosodasat (9. dbra).

ob/obucpd+/+  oblobuucpd-/-

(D95 ————
B AU e———

9. dbra: A Fas (CD95) expresszidja a Jo2 kiilonboz6 dézisait kovetden
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4.6. A hepaticus ATP-raktarak valtozasai

Megvizsgaltuk az UCP2 hatdsit a mdjszovet energia homeosztizisdra is, ugyanis az
ob/ob egerek mdjaban az UCP2 expresszidja lényegesen fokozott a sovany tdrsaikéhoz
viszonyitva. Igy a hepatocellularis ATP-szintézis kdrosoddsa az ob/ob:ucp2*’* egerekben a
madjat 1ényegesen érzékenyebbé teheti akutan kialakuld karosito hatdsokkal szemben.

Azt talédltuk (10/A 4bra), hogy az ATP mennyisége a séoldatot kapott UCP2-knockout
és azt expresszdlé obes egerekben hasonld volt (ob/ob:ucp2*’* vs. ob/ob:ucp2” egerek:
1,43240,189 vs. 1,086+0,131 nmol/mg protein). Ez a megfigyelés nem meglepd azon
vizsgalatok tiikrében, melyek azt igazoltdk, hogy az UCP2 biolégiai hatdsai a fehérje
aktivicidjakor lesznek nyilvanvalokka (Brand MD, Esteves TC. Cell Metab 2005; 2:85-93). A
kisdézisa Jo2 injekciot kovetden a md) ATP-tartalma lényegében valtozatlan maradt, ezzel
szemben nagyddzisu antitest-injekcié adédsat kovetden az ATP-raktarak drdmaian csokkentek
a méjban, melyre az aktiv UCP2-nek egyértelmii hatdsa volt: a moribund ob/ob:ucp2”
egerekben a mdj rezidualis ATP-tartalma hdromszorosa volt a hasonlé allapoti ob/ob:ucp2™™

allatokhoz képest (ob/ob:ucp2™* vs. ob/ob:ucp2” egerek kis dézis utdn: 1,090+0,303 vs.

1,65240,349 nmol/mg protein; nagy doézis utdn: 0,139+0,024 vs. 0,448+0,167 nmol/mg

protein).
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10. dbra (A): Az ATP-raktdrak és (B) a szoveti MDA-szintek valtozdsa (¥p<0,05, a Jo2-val nem

kezelthez képest; £p<0,03, az ob/ob:ucp2*’* egerekhez képest)
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4.7. Az oxidativ stressz valtozasa

Ismert, hogy az UCP2 egyik legfontosabb funkcidja a reaktiv oxigéngyokok
termelésének szabdlyozasa. Kivancsiak voltunk az UCP2 hidnyédban véaltozé ROS-termelésre
is Jo2-injekciot kovetden. Feltételezésiinknek megfeleléen, a Jo2 novekvd adagjai
szignifikdns emelkedést okoztak a mért lipidperoxidicidés termék (malondialdehid)
mennyiségében (10/B dbra). Meglepd mdédon ugyanakkor, az UCP2 hidnydnak nem volt
szignifikdns hatdsa a méjszovetben mért MDA-szintekre (ob/ob:ucp2™* vs. ob/ob:ucp2”
egerek séoldat utdn: 0,405%£0,031 vs. 0,48620,080 nmol/mg protein; kis dézis utdn:
0,688+0,191 vs. 0,775+0,090 nmol/mg protein, nagy doézist kovetden: 0,903+0,081 vs.
0,900+0,140 nmol/mg protein). Ez a megfigyelésiink azonban nem allt dsszhangban azon
el6zd vizsgélatokkal, melyek az UCP2 hidnydban fokozott ROS-termelést irtak le (példaul
Blanc J, et al. Circulation 2003; 107:388-390 és Duval C, et al. Biochem Cell Biol 2002;

80:757-764). Ezt az ellentmondast djabb kisérletekkel probaltuk feloldani.

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

Ahogy méar fentebb részleteztik, az egészséges mdjban az UCP2 {6 forrdsa
elsddlegesen a Kuppfer-sejt. A hepatocytdkban normal koriilmények kozott alig, vagy
egyéltalan nem detektalhaté UCP2-szignél (Larrouy D, et al. Biochem Biophys Res Commun
1997; 235:760-764). Ez a sejtspecifikus mintdzat latszik megvaltozni genetikailag, vagy
étrendileg l1étrehozott elhizdsban, amikor is a hepatocytdkban kifejezetten emelkedik az UCP2
mRNS és fehérje mennyisége (Chavin KD, et al. J Biol Chem 1999; 274:5692-5700). Obes
ragcsélok peritonedlis makrofagjaiban az UCP2 expresszidja csokkent (Lee FY, et al. Am J
Physiol 1999; 276:C386-C394), ugyanakkor az még nem ismert, hogy a Kuppfer-sejtekben
végbemegy-e hasonlé valtozds. Hipotézisiink szerint az ob/ob egerek Kupffer-sejtjeiben

bekovetkezd UCP2-expresszid csokkenés magyardzatul szolgdlhat arra, hogy a
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knockoutokban nem volt megfigyelhetd az oxidativ stressz tovdbbi fokozddasa. Ebben az
esetben ugyanis az UCP2 ablédcidjdnak nem lenne szdmottevd tovdbbi hatdsa a Kupffer-sejtre
(mely a ROS-termelés kiemelt helye a mdjban), mivel a sejtben a fehérje expresszidja eleve
csokkent zsirmdj-betegségben.

A fehérje-expresszid sejtspecifikus valtozdsait kideritendd, UCP2-t expresszalo
leptindeficiens ob/ob egerekbdl €s ezek nem elhizott, leptinre vad tipusu (w#/wt) tarsaibol in
situ majperfiziéos moédszerrel parenchymds (PC) és nonparenchymds (NPC) sejtfrakcidkat
nyertiink. Az ob/ob egerekbdl nyert PC frakciéban az UCP2 mRNS-expresszidja
szignifikdnsan magasabb volt (4,80+0,965 vs. 15,463+2,516; 11/A abra), mely 6sszhangban
van a kordbbi megfigyelésekkel, miszerint a hepatocytdk zsirsavbearamldsra az UCP2
expresszidjanak fokozodasaval valaszolnak (Cortez-Pinto H, et al. Gastroenterology 1999;
116:1184-1193). Ezzel ellentétben az ob/ob egerekbdl nyert NPC frakcioban az UCP2
expresszidja szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyult wt/wt tarsaikkal Osszehasonlitva

(89,27£22,12 vs. 39,26+21,34; 11/B abra).
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11. dbra: Az UCP2-expresszié sejtspecifikus valtozdsa ob/ob egerek mdjaban (*p<0,05, a wt/wt-hez

képest)

Az NPC frakcié azonban nemcsak Kupffer-sejtekbol dall, hanem sinusoidalis

endothelsejteket és HSC-ket is tartalmaz, melyekben az UCP2 expresszidjanak mértéke nem

47



ismert. Az India-festéket fagocitalt Kupffer-sejteket azonositva, azokat laser capture
microdissection moddszerrel gytlijtottiik Ossze; a non-Kupffer-sejtekkel valé kontaminéciét
elkeriilendd, az UCP2 mRNS szintjét a Kupffer-sejtekre specifikus CD68 mRNS-ére
normalizdltuk. Hasonléan az NPC frakciokbol nyert adatokkal, az UCP2 expresszidja
szignifikdnsan alacsonyabbnak bizonyult az ob/ob allatokbdl nyert Kupffer-sejtekben a vad

tipusuakhoz képest (28,69+7,43 vs. 11,71£2,82; 11/C 4bra).

4.9. A tumorimplantacié optimalis koriilményeinek meghatarozasa

A fluvastatinnal végzett vizsgélataink elsd 1€péseként az optimdlis implantdland6
tumorsejtszdmot, majd a daganatfejlodés leméréséhez sziikséges optimdlis idOt hatdroztuk
meg. Mindehhez 10°, 10, illetve 10’ hepatocelullaris carcinoma sejtet implantaltunk a nem
kezelt patkanyok bal vesetokja ald. A daganatok fejlodését pedig a sebészeti beavatkozast
kovetden az 5., 10. és a 15. napon vizsgdltuk. Megdllapithatd, hogy tumornovekedés mar az
otodik napon detektdlhaté, mely a maximumdt a tizendtodik napon érte el (12. dbra).
Hosszabb idGintervallumokat nem vizsgaltunk, mivel elOkisérleteink alapjan 15-25 napon

beliill mar az allatok elhullasaval kellene szamolnunk.
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12. dbra: A tumorndvekedés a beiiltetett sejtek szdma és az eltelt id6 fiiggvényében
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A tumorndvekedés mértéke szerénynek bizonyult 10° sejt implanticidja utdn (5.
napon: 0,119+0,02; 10. napon: 0,456+0,07; 15. napon: 3,789+0,56 g/100g testtdmeg).
Ugyanakkor 10° daganatsejt beiiltetését kovetéen egy nagysdgrenddel tobb (107) sejtet
haszndlva mér nem észleltiink tovédbbi szignifikdns ndvekedést a daganat fejlodési titemében
(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 vizsgdlatokat 10° implantalt sejtszammal

végeztiik.

4.10. A fluvastatin hatasa a tumorimplantaciéval azonos idében elkezdve

Az els6 csoportban a daganatsejtek beiiltetésével szimultdn kezdtikk el adni a
gyogyszert 0,5 mg/ttkg, 2 mg/ttkg és 20 mg/ttkg dézisokban (13. dbra). A fluvastatin a
legkisebb d6zisban adva nem volt hatdssal a tumorndvekedésre (kontrollcsoport tumortomege
az 0todik 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 tumortomege az 6todik napon: 0,60+0,1;
tizedik napon: 5,79+1,2; tizen6todik napon: 7,56+£1,6 g/100g testtomeg). Kozepes ddzisban
mar antitumor hatds volt detektdlhatd, mely a tizenotodik nap utdn valt szignifikanssa (6todik
napon: 0,58+0,1; tizedik napon: 6,11+£1,2; tizen6todik napon: 5,87+1,1 g/100g testtdmeg).
Ezzel szemben, a 20 mg/ttkg adagban adott fluvastatin mér a tizedik napon is szignifikdns
csokkenést okozott a hepatocellularis carcinoma novekedési iitemében, mely még
szignifikdnsabb4 vélt a tizen6tddik napon (6tddik napon: 0,62+0,1; tizedik napon: 5,21+1,1;

tizen6todik napon: 4,88+0,9 g/100g testtomeg).
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13. dbra: A daganat implanticiéjdval egyidében elkezdett fluvastatin hatdsa a tumorndvekedésre

(*p<0,001, $p<0,01 a fluvastatinnal nem kezelt kontrollcsoporthoz (C) képest)

4.11. A fluvastatin hatasa a daganat fejlodésére, 21 napos elokezelést kovetoen

A mésodik csoport a gydgyszert 21 nappal a tumorimplanticié eldtt kezdte el kapni,
majd a beiiltetéskor a fluvastatint felfliggesztettilk. A 14. dbran l4thatd, hogy az alkalmazott
kondicidok mellett a fluvastatin nem fejtett ki szignifikdns kemopreventiv hatdst a tumor
fejlodésére (kontrollcsoport tumortdomege az 6tddik napon: 0,79+0,1; tizedik napon: 5,68+1,1;
tizen6todik napon: 8,67£1,7 g/100g testtomeg; 0,5 mg/ttkg fluvastatin csoport tumortomege
az 0tdodik napon: 0,80+0,2; tizedik napon: 4,68+1,0; tizenotdodik napon: 8,56+1,8 g/100 g
testtomeg; 2 mg/ttkg fluvastatin csoport tumortdmege az 6tddik napon: 0,83%0,2; tizedik
napon: 5,87+1,2; tizen6todik napon: 8,88+1,8 g/100 g testtomeg; 20 mg/ttkg fluvastatin
csoport tumortdmege az 6todik napon: 0,77+0,1; tizedik napon: 4,67+1,1; tizenotodik napon:

8,12+1,6 g/100 g testtdmeg).
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14. abra: A fluvastatin tumorfejlédésre gyakorolt hatdsa 21 napos eldkezelést kovetden

4.12. A fluvastatin hatasa a tumor fejlédésére, a megel6zo kezelést az implantacio
utan is folytatva

A harmadik csoportban 21 napos fluvastatin adagolast kovetden iiltettiik be a
tumorsejteket az dllatokba, majd ezt kovetden is folytattuk a gyogyszer addsit. A
legkifejezettebb daganatellenes hatdsokat ebben, a kombindlt kezelési sémat kap6 csoportban
lehetett elérni: a kozepes és nagy dozisi gyogyszeres kezelés mindhdrom vizsgalt

intervallumot kdvetden szignifikdnsan csokkentette a tumorok névekedési iitemét (15. dbra).

12
O5.nap
310' 010. nap
g . | 15. nap
]
g °] $
o
8
= 61 *
2
D *
£ 4 #
T
)
£
2 24
# *
0 T T T
[ Flu 0,5 Flu2 Flu 20

mg/ttkg/nap

15. dbra: A tumorbeiiltetést megeldz0, illetve azt kovetden is adott fluvastatin hatdsa a daganatok

fejlodésére (#p<0,05, *p<0,01, £p<0,001 a fluvastatinnal nem kezelt kontrollcsoporthoz (C) képest)
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Ekkor mér a kisddzisu statinkezelés is hatékonynak bizonyult a tizenotodik napot
kovetden, mig a kozepes és nagy doézisban adott fluvastatin mindhdarom vizsgdlt intervallumot
kovetden szignifikdnsan gétolta a daganat ndvekedését (kontrollcsoport tumortomege az 6todik
napon: 0,79+0,1; tizedik napon: 5,72+1,1; tizen6todik napon: 8,24+1,7 g/100g testtomeg; 0,5
mg/ttkg fluvastatin csoport tumortémege az 6todik napon: 0,69+0,1; tizedik napon: 5,31+1,2;
tizen6todik napon: 7,21+1,5 g/100 g testtomeg; 2 mg/ttkg fluvastatin csoport tumortdmege az
otodik 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 tumortomege az 6todik napon: 0,44+0,1; tizedik

napon: 3,53+0,6; tizenotddik napon: 2,69+0,5 g/100 g testtomeg).
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5. MEGBESZELES

Az obesitas napjaink egyik népbetegsége. Az elhizdshoz tarsuld zsirmdj potencidlisan
progressziv betegség, mivel a steatosist a késobbiekben steatohepatitis, fibrosis €s cirrhosis,
valamint hepatocellularis carcinoma kovetheti. A zsirmdj-betegség igen érzékenyen reagdl
mindazon 4llapotokra, melyek a hepatocellularis energiahomeosztizist befolydsoljak, a
betegség kialakuldsdban a reaktiv oxigéngyokok fokozott termelése is alapvetd. Az ATP,
illetve a reaktiv oxigéngyokok termelésének egyik fontos moduldtora a mitokondrium belso
membranjdban elhelyezkedd uncoupling protein-2. Bioldgiai funkciéi még mindig nem
egészen tisztazottak, de feltételezhetd, hogy a proton gradienst megcsapolva, azt az ATP-
termeléstol szétkapcsolva a sejtek energiatermelésével versenyez. Emellett a 1égzési lancra
nehezedd elektrokémiai gradienst befolydsolva a celluldris oxidativ stressz egyik fontos
szabdalyozdja.

Az egészséges mdjban megfigyelhetd alacsony UCP2-expresszi6 {6 forrdsa a Kupffer-
sejt. Zsirmdj-betegségben azonban a fehérje expresszidja jelentdsen megnd, €s dontden a
lipiddel telt hepatocytdkba lokalizdlt. Bar a lipidakkumulédcié €s -peroxidacié az UCP2
funkcidjat feltételezhetden befolydsolja a mdjsejtekben, de ezen vadltozasok bioldgiai
jelentdsége még nem tisztazott. Ugyanakkor az sem teljesen vildgos, hogy az UCP2-szignal
fokozéddsa hatdssal van-e a zsirmdj-betegségben megfigyelhetd hepatocellularis
energiaraktar-csokkenésre. Bar a fehérje hatasaval interferdl a sejt ATP-termelésével, emellett
a ROS-termelés negativ modulatora is. A mitokondridlis membranpotencial csokkenése a
reaktiv oxigéngyokok termelését limitdlja, igy az UCP2 expresszidjdnak fokozdsa potencidlis
terapids eszkozként meriilt fel a sejtek oxidativ stressz elleni védelmében. Az UCP2

hidnyédnak nincs laboratériumi, vagy szovettani vizsgalatokkal detektalhat6 hatdsa az UCP2-

53



knockout egerekben létrehozott zsirméjra (Baffy G, et al. Hepatology 2002; 35:753-761),
mely a fokozott fehérjeexpresszié6 bioldgiai hatdsdnak hidnydra, vagy hosszitava
kompenzatorikus mechanizmusok kialakuldsdra hivja fel a figyelmet. Ugyanakkor azt még
nem tanulmdanyoztdk kordbban, hogy az UCP2-deficiencia hatédssal van-e az akutan 1étrejovo
majkérosodasra.

Tanulmanyunkban az akut kdrosodast Jo2-antitest intraperitonedlis addsdval véltottuk
ki UCP2-t expresszald, valamint UCP2-deficiens leptinhidnyos obes (ob/ob:ucp2*’* és
ob/ob:ucp2”) egerekben. Az antitest d6zisfiiggd moédon Fas-receptoron keresztiili
hepatocelluldris destrukciét €és fulmindns majelhaldst képes kivdltani. A  tdlélési
vizsgalatainkbdl kiemelendd, hogy nagydézisu (0,4 mg/ttkg) Jo2-antitest beaddsat kovetden
az ob/ob:ucp2” egerek tilélése szignifikdnsan hosszabbnak bizonyult ob/ob:ucp2*
tarsaikéndl. Az ALT aktivitdsokat — ezzel Osszhangban — konzekvensen alacsonyabbnak
mértiik az elhizott UCP2-KO éllatokban. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az UCP2
hidnya, legalabbis részben, védelmet jelent a Fas-medidlt sejtelhaldssal szemben.

Hematoxilin-eozin festéssel szamos apoptoticus sejt volt azonosithatd, azonban
kevesebb szamu és kisebb kiterjedésii elvaltozast taldltunk az ob/ob:ucp2” egerek mdjéban
akdr kis- akdr nagydozisu Jo2-injekcid utdn. A fiziol6gids sooldattal injektalt egerek korében
elhalast nem észleltiink, valamint ALT aktivitdsaikban és szOvettanukban sem észleltiink
valtozast. Megfigyeléseink a tilélési adatokkal korreldlva arra utalnak, hogy az UCP2 hidnya
enyhiti a Fas-medidlt akut majkarosodast leptindeficiens obes egerekben.

A hepatocellularis apoptosis pontosabb megitélése végett tovabbi vizsgilatokat
végeztiink. Mar a kontroll, azaz s6oldatot kapott egerek mdjaban is észleltiik, hogy a kiindulé
hepatocellularis apoptoticus rita szignifikdnsan alacsonyabb az ob/ob:ucp2” egerekben. A

Jo2 injekcié mar kisebb ddézisban is jelentOsen emelte az apoptosis ratit, &m ez kisebb

mértékiinek bizonyult az ob/ob:ucp2” 4llatokban. Ezek az eredmények korreldlnak ezen
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egerekben megfigyelt alacsonyabb transzaminaz értékekkel. A nagyobb dozisban adott Jo2
antitest fulmindns méjkarosodast okozvott, igy apoptoticus teriileteket és konfludlé necroticus
aredkat is megfigyelhettiink mikroszkop alatt. A modszerrel a kiilonbség utébbi esetben nem
volt szignifikdns, azonban képanalizist végezve mar kijelenthetjiik, hogy a 0,4 mg/ttkg dézisu
Jo2 szignifikdnsan enyhébb kdrosoddst okozott az ob/ob:ucp2” egerek majaban.
Megfigyeléseinket megerdsitette a DNS-fragmentdcié vizsgalata is. Immunoblottal igazoltuk,
hogy a Fas-expresszié kozott nem volt kiilonbség az ob/ob:ucp2” és ob/ob:ucp2™™
egerekben, igy nem ennek véltozdsa okozta az obes UCP2-KO egyedek enyhébb
majkarosodasat.

Az UCP2-knockout és az azt expresszdlé obes egerek hepaticus ATP mennyisége
kozott nem volt szignifikdns kiillonbség sem fiziologids séoldat, sem pedig kisdézisu Jo2
addsat kovetden. Ez egyrészt arra utal, hogy az UCP2 expresszidjanak fokozoddsa nem
veszélyezteti az ATP-szintézist nyugvd sejtekben, madsrészt a hepatocellularis ATP-
homeosztazis egyensulyat jelzi; €s Osszhangban van a tdlélési megfigyeléseinkkel. A
nagydozisu antitest-injekcié addsat kovetden az ATP-raktarak dramaian csokkentek, de a
moribund ob/ob:ucp2” egerekben a maj rezidudlis ATP-tartalma szignifikinsan magasabb,

megkiméltebb volt a hasonlé allapoti  ob/ob:ucp2™*

allatokhoz képest. Ezek a
megfigyeléseink arra utalnak, hogy a hepaticus energiaraktdrak az UCP2 hidnydban jobban
konzervaltak. Azaz, a steatosisban megfigyelhetd UCP2-bdség valdsziniileg hozzdjarul a
zsirmdj fokozott vulnerabilitdsahoz.

Feltételezésiinknek megfelelden, a Jo2 novekvd adagjait kovetden szignifikdnsan
emelkedo lipidperoxidacios aktivitdst mértiink a mdjmintdkban. Az UCP2 hianyanak azonban
nem volt szignifikdns hatdsa a mdjszovetben mért MDA-szintekre, mely arra utal, hogy

valdszinlileg nem az oxidativ stressz valtozdsa a Fas-medialt méjkarosodds f60 modulétora az

ob/ob:ucp2” egerekben. Mivel megfigyelésiink nem 4llt Osszhangban a  kordbbi
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megfigyelésekkel, melyek az UCP2 hidnyaban leirt fokozott ROS-termelést irtak le, ezért ezt
az ellentmondast Ujabb kisérletekkel probaltuk feloldani.

Ismert, hogy az egészséges majban az UCP2 {6 forrdsa elsddlegesen a Kuppfer-se;t,
mig elhizdshoz tarsulé steatosisban a hepatocytdkban emelkedik meg az UCP2-szigndl
mennyisége. Ugyanakkor az még nem volt ismert, hogy a Kuppfer-sejtek hogyan reagédlnak a
majban torténd excessziv lipidlerakddasra. Fenti vizsgélataink utdn gy gondoltuk, hogy az
ob/ob egerek Kupffer-sejtjeiben bekovetkezd esetleges UCP2-expresszid csokkenés
magyardzatul szolgélhat arra, hogy a knockoutokban nem volt megfigyelhetd az oxidativ
stressz tovabbi fokozddédsa. Ugyanis — ezen hipotézis helyessége esetén — az UCP2
abl4cigjanak minimalis tovdbbi 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 expresszdl6 leptindeficiens ob/ob egerekbdl
és ezek vad tipusu vékony (wt/wt) tarsain méjperfizidval parenchymds és nonparenchymads
sejtfrakcidkat szepardltunk. Az ob/ob egerek PC frakcidiban az UCP2 mRNS-expresszidja
szignifikdnsan magasabbnak, mig az NPC frakci6kban az UCP2 expresszidja szignifikdnsan
alacsonyabbnak bizonyult wt/wt tarsaikkal Osszehasonlitva. Ezzel Osszehangzé eredményt
kaptunk a Kupffer-sejteket is megvizsgilva: az UCP2 expresszidja szignifikdnsan
alacsonyabb volt az ob/ob éllatokbdl nyert Kupffer-sejtekben a vékony, vad tipustakhoz
képest.

Eredményeinkkel bizonyitottuk, hogy a Kupffer-sejtek UCP2-expresszidja csokken
ob/ob egerek méjdban, hasonléan példédul a peritonedlis makrofagokhoz. Bar a mintdk kicsiny
mérete és az UCP2 fehérjeszignél csokkenése miatt Western blotot nem tudtunk végezni, a
Kupffer-sejtekben dltalunk igazolt véltozasok potencialisan igen hasznosak és az irodalomban
eldszor kozoltek. Feltételezhetden inkdbb a Kupffer-sejtekben megfigyelheté UCP2-

expresszi6 csokkenés, mintsem a hepatocytdkban torténd expressziéfokozdédds az oka az
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ob/ob egerek zsirmdjdban megfigyelhet6 fokozott reaktiv oxigéngyok-termelésnek.
Ugyanakkor ez a folyamat az ob/ob:ucp2” egerekben nem fejt ki szamottevd hatdst, mivel az
UCP2 ablacidja mar nem csokkenti 1ényegesen az eleve alacsony UCP2-szignélt a Kupffer-
sejtekben. Igy az UCP2 hidnydnak nincs szignifikins hatdsa az elzsirosodott majszovet
malondialdehid-tartalmdra sem a Jo2-injekciét kovetden. Ezzel szemben az UCP2
expresszidjanak hepatocytdkban megfigyelhetd fokozddasa jelentds tényezd; és igy az UCP2
kititése megfontolandé hatdsu a parenchymds sejtekben, mivel az UCP2-deficiencia lathatéan
megkiméli az ATP-raktarakat és enyhiti az ob/ob:ucp2” dllatok érzékenységét a Fas-medidlt
akut majkarosodas irdnt.

Megfigyeléseinket Osszegezve, az ob/ob egerekben kialakul6é zsirmdj-betegség fent
tanulmdnyozott vondsai leginkabb egy sejtspecifikus modellel irhatéak le, amely alapjan az
UCP2-szigndl kiilonbozoképpen valtozik az egyes sejtekben. Eszerint az UCP2-expresszid
csokkenése a Kupffer-sejtekben elsdsorban az oxidativ stressz fokozoddsdhoz vezet, mig a
fehérje expresszidjanak hepatocytdkban megfigyelhetd fokozdéddsa az ATP-termelést, ezaltal
a hepatocellularis energiaegyensulyt veszélyezteti. Mivel az UCP2 specifikus aktivatorok
jelenlétében fejti ki hatasat, a fehérjeszigndl fokozddasa kizardlag akut hatdsok (,.kihivdsok™)
utdn valik nyilvanvaléva. Igy a lipiddel telt hepatocytikban az UCP2 abliciéja egyértelmiien
elényds, amint azt az ob/ob:ucp2”” dllatok jobb tdlélése is bizonyitotta.

Ugyanakkor az még nem ismert, hogy a zsirmdj egyéb éllatkisérletes modelljeiben is
hasonléan bekovetkezik-e a fent leirt sejtspecifikus transzkripciondlis szabalyozas. Szintén
keveset tudunk a human NAFLD-ben megfigyelhet6 UCP2-expressziorol is. Eredményeink
alapjdn az UCP2 stimulécidja kérdéses eszkoz maradt a humén zsirmédj-betegségben, hacsak
ez nem a Kupffer-sejtek fehérje expresszidjanak specifikus fokozasara iranyul. Bar az utébbi
kivénatos célnak tlinik, de a makrofagok és a Kupffer-sejtek UCP2-expresszidjanak negativ

transzkripcids szabdlyozdsa és ennek egyéb kovetkezményei még feltétleniil tisztdzandodak.
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Az elhizdshoz rendkiviil gyakran tarsulé hyperlipidaemia kezelésében a statinok
alapvet6 fontossdgiak. A HMG-CoA reduktédzt gétolva a koleszterin szintézisét blokkoljdk. E
gyogyszerek a koleszterinszint csOkkentésén kivil a mevalondt ciklusba beavatkozva
apoptosist indukdlnak, illetve a sejtproliferaciot is szabdlyozzdk. A koleszterin-bioszintézis
koztes molekuldi a fehérjék poszttranszlaciés modifikacidjaban is részt vesznek a prenilacion
keresztiil: az izoprenoidok kiilénb6z0, a sejtproliferacidban részt vevo sejtfehérjék éréséhez
sziikségesek. A statinoknak fentieken alapulnak tn. pleiotrép hatdsai: gétoljak a
simaizomsejt-proliferdciot, sejtmigricidt, emellett szabadgyok-fogé hatdsuk is van. Nem
teljesen ismert azonban, hogy a statinok, eltérd szerkezetiikb6l adéddan, hasonlé hatdsiak-e a
daganatképzddésre. A fluvastatin nyilt gylriit tartalmazé lipofil molekula, melyet a
hyperlipidaemia kezelésében Magyarorszagon is torzskonyveztek. Az obesitashoz tarsuld
zsirmdj-betegség nem elhanyagolhat6 hinyaddban a steatosis késObb steatohepatitisbe,
stilyosabb esetben hepatocellularis carcinomdba torkollik. Jelen tanulméanyunkkal igazolni
probaltuk a gydgyszernek a majrak fejlodésére gyakorolt gatlo hatdsat.

Tumorsejtek €s tumordarabok vesetok ald torténd beiiltetése gyakori modszer a
daganatok fejlodésének megitélésében, ugyanakkor a pontos daganatellenes hatds kiértékelése
nem mindig megbizhaté. A Gelaspon hasznilatinak eldnye az, hogy a zselatinkorong az
egymdashoz és a vese kollagénrostjaihoz tapadé sejteket reabszorbedlja. Ennek kovetkeztében
a sejtaggregdtumok nem gatoljak a vese mikrocirkuldcidjat, melynek egyértelmli negativ
hatdsa lenne a szoveti metabolizmusra. Emellett a modszer olcsé, valamint kemoterédpids és
kemopreventiv gydgyszerek hatdsdnak kvantitativ értékeléséhez is hasznos (Uzvélgyi et al.,
Cancer Lett 1990; 51:1-5).

A daganatbeiiltetés optimdlis koriilményeinek meghatdrozdsa utdn a humén
adagoldshoz hasonlé doézisokban per os adagoltunk patkdnyoknak fluvastatint. Az elsd

csoportban a daganatsejtek beiiltetésével szimultdn kezdtiik el adni a gydgyszert. Kozepes
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dozisban adva a tizen6todik nap utdn, nagy dézisban mdér a tizedik nap utdn is szignifikans
volt a gyogyszer daganatfejlodésre gyakorolt gitl6 hatdsa. A masodik csoportban a
gyogyszert 21 mnappal a tumorimplantici6 elott kezdtik el adni, melyet a
daganatimplanticidval egyidoben felfiiggesztettiink. Iyen kondiciok mellett azonban a
fluvastatinnak nem volt észreveheté kemopreventiv hatdsa a tumor fejlodésére. A harmadik
csoportban a fenti adagoldsi médok kombindcidjat, azaz gydgyszeres elokezelést, majd a
beiiltetést kovetden is folytatddo statin terdpidt alkalmaztunk. 0,5 mg/ttkg d6zisban adva a 15.
napon mar szignifikdns csokkenés volt detektdlhaté a daganat ndvekedési iitemében; mig a
nagyobb adagok mindhirom vizsgédlt iddintervallumban jelentdsen gatoltdk a tumorok
fejlodését, azaz a fluvastatin antitumor hatasa ekkor bizonyult a legkifejezettebbnek.
Osszefoglaldsul elmondhatd, hogy a fluvastatin per os adagoldsa hatékonyan gétolta
az implantalt hepatocellularis carcinoma novekedését patkdnyokban. A gydgyszer antitumor
hatdsa nagyobb dézisok mellett a daganat beiiltetésével egyidoben elkezdve mar detektédlhatd,
azonban a hatés fokozhat6 ugy, hogy a fluvastatint kemopreventiv adagolds utdn folytatjuk, az
implantaciét kovetdéen is. Ekkor mér kisebb gydgyszerddzis mellett is megfigyelhetd
szignifikdns novekedésgatld hatdas. Fentiek alapjdn az atherosclerosis prevencidjan tdl, a
fluvastatin alkalmazdsa human malignomdkban is hasznos lehet; biztonsdgossidgat és

hatékonysagat illetden azonban még tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
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6.1. OSSZEFOGLALAS

A zsirmdj, és ennek kovetkeztében 1étrejovo inzulinrezisztencia az obesitas egyik legfontosabb
szovldménye. A NAFLD érzékeny mindazon noxdkra, melyek a hepatocellularis energia
homeosztazist kdrositjdk. 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 karosité behatdsok kovetkezményei kdzotti Osszefiiggés még nem tisztazott. Felmeriilt a
kérdés, miszerint az UCP2 hidnya el6ny0s-e leptinhidnyos ob/ob egerekben létrehozott Fas-medidlt
akut mdjkdrosoddsban. UCP2-deficiens ob/ob egereket (ob/ob:ucp2”) és ezek UCP2-t expresszalo

tarsait (ob/ob:ucp2*’*

) anti-Fas (Jo2) injekcidval oltottuk intraperitonealisan. A kisebb dézisd (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 6sszes allat
24 6ran beliili elhaldsit eredményezte, ugyanakkor az ob/ob:ucp2” egerek tilélése hosszabb volt és
hepaticus ATP-raktdraik is enyhébb mértékben csokkentek, mely eredmények arra utalnak, hogy a
zsirmdj hepatocytdiban az UCP2 hidnya eldny6s a Jo2-medidlt akut mdjkarosodds sordn. Bar irodalmi
adatokbdl ismert, hogy az UCP2 a mitokondridlis reaktiv oxigéngyokok termelését is szabdlyozza,
vizsgélatainkkal nem taldltunk kiilonbséget a kiilonbdzd genotipusii egerek méjlizitumban mért MDA -
szintjekben. Megfigyelésiink arra 0sztonzott minket, hogy meghatdrozzuk a fehérje expresszidjat
Kupffer-sejtekben is, melyek jelentds mértékben jarulnak hozza az intrahepaticus oxidativ stresszhez.
Azt taldltuk, hogy az UCP2 expresszi6ja jelentds mértékben csokkent a nem kezelt ob/ob:ucp2™*
egerekben, mely lényegesen hozzdjarul a fokozott oxidativ stresszhez és csokkenti az UCP2
abl4cidjanak a hatdsit is. A zsirmdjban megfigyelhetdé UCP2 szigndlfokozddas igy fokozza a Fas-
medidlt sejtelhalds mértékét az ATP-raktdrak kimeriilése miatt, ugyanakkor a Kuppfer-sejtekben
megfigyelhetd szignalcsokkenés az dllandé oxidativ stresszhez jarul hozza zsirmdjban. Adataink a
sejtspecifikus terdpids megkozelités fontossdgat huzzak ald a mitokondridlis szétkapcsolds
fokozdsdnak irdnyaban tett terdpids probalkozasokban.

Az elhizashoz is gyakran tarsulé hyperlipidaemia kezelésében a fluvastatin széles korben
elfogadott gydgyszer, ugyanakkor in vivo daganatfejlédésre kifejtett kemopreventiv hatdsat mindeddig
nem tanulmdnyoztik. Vizsgdlataink sordn patkdnyok vesetokja ald, Gelaspon zselatinkorong
segitségével implantdltunk hepatocellularis carcinoma sejteket, mellyel egyidében, illetve azt
megelézéen, vagy folyamatosan per os fluvastatint adtunk kiilénb6z6 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

megfigyelhet6. Mindez felhivja a figyelmet a fluvastatin in vivo hepatocellularis carcinoma fejlédésére

gyakorolt gatlo, humén szempontbdl eldnyos hatdsara.
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6.2. SUMMARY

Non-alcoholic fatty liver and subsequent insulin resistency are important complications of
obesity. NAFLD is vulnerable to conditions that compromise hepatocellular energy homeostasis.
Lipid-laden hepatocytes highly express uncoupling protein-2, which — by mediating the proton leak —
competes with the cells’ ATP synthesis and modulates the generation of reactive oxygen species.
However, the link between UCP2 expression and susceptibility of fatty liver to acute injury is still
unclear. We asked whether absence of UCP2 is beneficial for leptin deficient ob/ob mice when
challenged with Fas-mediated cell destruction and subsequent acute liver injury. Ob/ob mice deficient
for UCP2 (ob/ob:ucp2”) and UCP2-competent littermates (ob/ob:ucp2*”*) received a single dose of
agonistic anti-Fas antibody (Jo2) intraperitoneally. Low-dose Jo2 (0,15 mg/ttkg) caused less ALT
elevation and lower apoptosis rates in ob/ob:ucp2” mice. High-dose Jo2 (0,4 mg/ttkg) proved
uniformly fatal in 24 hours; however, ob/ob:ucp2” mice survived longer with less depletion of hepatic
ATP stores, indicating that fatty hepatocytes may benefit from ablation of UCP2 during Fas-mediated
acute liver injury. Although UCP2 reportedly controls mitochondrial generation of ROS, we could not
detect significant difference in MDA levels of tissue lysates from the different genotypes. This finding
prompted us to determine UCP2 expression in Kupffer cells, a major source of intrahepatic oxidative
stress. UCP2 expression was found diminished in Kupffer cells of untreated ob/ob:ucp2™* mice,
contributing to increased oxidative stress and limiting the impact of UCP2 ablation. Therefore, UCP2
abundance in fatty liver exacerbates Fas-mediated cell destruction by compromising ATP stores and
diminished expression of UCP2 found in Kupffer cells results in persistent oxidative stress. Our data
emphasize the cell-specific therapeutic approach when considering the enhancement of mitochondrial
uncoupling in fatty liver disease.

Fluvastatin is a widely used drug in treatment of hyperlipidemia which is commonly
associated with obesity. However, its chemopreventive effect on in vivo tumor development has not
been studied yet. Using Gelaspon sponge discs we implanted hepatocellular cancer cells under the
renal capsules of rats. The animals received different doses of fluvastatin orally, either started
simultaneously with the implantation or were pretreated only before the surgical procedure. Also,
fluvastatin was administered before and continued after the tumor implantation in a third group of
animals. The drug showed no significant impact on cancer development when given only before
implantation; while the anticancer effect was detectable in higher doses of simultaneous
administration. Additionally, chemopreventive fluvastatin treatment continued after tumor
implantation demonstrated the most intense anticancer effect. Our results draw the attention to the

beneficial effect of fluvastatin inhibiting in vivo hepatocellular cancer development.
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Az értekezésben hasznalt roviditések jegyzéke:

ACC: acetil-CoA karboxildz

ACL: ATP-citrat-lidz

ADP: adenozin-difoszfat

ALT: alanin-aminotranszferdz

AOX: acil-CoA oxiddz

ApoB: apolipoprotein B

ATP: adenozin-trifoszfat

AU: arbitrary units

bp: bazispar

CD: Cluster of Differentiation (antigén)
ChREBP: carbohydrate response element binding protein
CPT-1: karnitil-palmitoil transzferaz-1
CRP: C-reaktiv protein

CYP: citokrém P450

DNS: dezoxi-ribonukleinsav

ETC: elektron transzport lanc, 1égzési lanc
EDTA: etiléndiamin-tetraacetat

EGTA: etilénglikol-tetraacetat

FAS: zsirsav-szintetdz

FFA: free fatty acid

GBSS: Gray’s balanced salt solution
GTP: guanozin-trifoszfat

HCC: hepatocellularis carcinoma

HCV: hepatitis C virus

HE festés: hematoxilin-eozin festés
HMG-CoA: 3-hidroxi-3-metilglutaril koenzim A
HNE: hidroxinonenal

HPF: high-power field

HSC: hepatic stellate cell

HSL: hormonszenzitiv lipaz

IL: interleukin

IOD: integrated optical density

IU/L: international unit/liter

KRB: Krebs-Ringer buffer

LCAS: Lipoprotein and Coronary Atherosclerosis Study
LCE: hossziladncu zsirsav-elongdz

LCM: laser capture microdissection

LDL: low density lipoprotein
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L-PK: liver-type pyruvate kinase

MDA: malondialdehid

MIRACL: Myocardial Ischemia Reduction with Agressive Cholesterol Lowering
mRNS: messenger ribonukleinsav

NAD: nikotinamid-adenin-dinukleotid

NADH: redukélt nikotinamid-adenin-dinukleotid

NAFLD: non-alcoholic fatty liver disease

NASH: non-alcoholic steatohepatitis

NF-«B: nuclear factor kappa-B

NPC: nonparenchymds sejt

ob/ob: a leptin génjének abldcidjaval 1étrehozott obes genotipus
ob/ob:ucp2*”*: leptindeficiens, UCP2-t expresszal6 genotipus
ob/ob:ucp2™: leptindeficiens, UCP2-re is ablalt, azaz kettés knockout genotipus
PBS: phosphate-buffered saline

PC: parenchymads sejt

PCR: polymerase chain reaction

PPAR: peroxisome proliferator activator receptor

PUFA: tobbszorosen telitetlen zsirsav

RNS: ribonukleinsav

ROS: reactive oxygen species

RT: reverse transcription

SCD: sztearil-CoA deszaturdz

SD: standard deviicid

SDS: sodium dodecyl sulphate

SEM: standard error of mean

SREBP-1c: sterol regulatory element-binding protein-1c

TAE: Tris-acetat-EDTA

TBP: TATA box binding protein

TGF-B: tumor growth factor-beta

TNF-o: tumor necrosis factor-alpha

TUNEL: terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated nick-end labeling”
UCP: uncoupling protein

UCP2-KO: UCP2-knockout

uOREF: upstream Open Reading Frame

VLDL: very low density lipoprotein

WOSCOP: West of Scotland Coronary Prevention

wit/wt: vad genotipus
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személyes  kapcsolatainak  kiakndzdsival = messzemenden  hozzdjarult  kiilfoldi
tanulmanyutamhoz. Klinikusi, tudomdnyos és oktatéi tevékenységem dllando, toretlen
segitése miatt igazi mentorként tekintek ra.

Oszintén hdlds vagyok Baffy Gyorgynek, a Brown University és Rhode Island
Hospital Liver Research Center munkacsoportvezetd gasztroenterologusanak, akinek
hihetetleniil magas szintli szakmai hozzaalldsa, dszinte emberisége nélkiil ez a munka nem
johetett volna létre. Nagyon sokat kaptam tdle.

Ko6szonom Foris Gabriella és Kertai P4l professzoroknak a fluvastatinnal, illetve a
patkanyokkal végzett kisérletekhez nyujtott segitségét, batoritasit, onzetlen segitségét.

Ko6szonom klinikdnk kutatdlaborjabdl Seres Ildiké tudomédnyos fOtandcsaddnak a
kisérleti munkdban nytjtott segitségét.

Szintén koOszonettel tartozom Kakuk Gyorgy professzornak, hogy annak idején
klinikdjara felvett és munkdmat a kezdetektdl fogva mindenben tdmogatta.

Ko6szonom Derddk Zoltdnnak, a Providence-i laborban azéta is dolgozd 6sztondijas
kolléganak, hogy hozzdjarult a munka mélyrehatobb4, alaposabbd valasahoz.

Végiil koszonettel tartozom feleségemnek és kisldinyomnak, valamint sziileimnek,

hogy a szeretetiikkel, tiirelmiikkel segitettek. Inspirdcidjuk sok erdt adott szamomra.
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