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Kulcsszavak Osszefoglalas

= inzulinrezisztencia

= makrofagok Elhizas esetén a fehér zsirszovet gyulladasos citokineket expresszal, ami inzulinre-
= oxidativ stressz zisztencidhoz vezet. A fenilalaninbdl szabad gyokok &ltal termelt, nem fiziolégids
= pAkt meta-tirozin és orto-tirozin (meta-Tyr és orto-Tyr) hozzdjérulhat az inzulinre-
= tirozinizomerek zisztencia kialakuldsahoz. Az ebbdl ered§ inzulinrezisztencia jelentés hatéssal le-

het a makrofdgok mtikddésére. Ebben a tanulmanyban a meta- és orto-Tyr hatésat

vizsgaltuk a makrofagok inzulinérzékenységére és M1/M2 polarizacidjara Akt-
foszforilacid és arginaz-1/iNOS arany segitségével. A makrofag-sejtvonalakat para-,
meta- vagy orto-Tyr, 5 mmol/l vagy 25 mmol/l glitkézt tartalmazé médiumban te-
nyésztettitk (para25-Tyr csoport), és inzulinnal kezeltiitk. A para25, a meta- és

orto-Tyr novelte a pAkt-szintet és csokkentette az argindz-1/iNOS ardnyt a makro-
fagokban inzulin hidnyaban. Fiziolégids para-tirozin-kezelés esetén az inzulin né-
velte a pAkt mennyiségét és csokkentette az arginaz-1/iNOS ardnyt. Mind a meta-,
mind az orto-Tyr-kezelés képes volt megsziintetni vagy megforditani az inzulin

pAkt-ra gyakorolt novels hatdsat és az argindz-1/iNOS ardnyra gyakorolt csokken-
t6 hat4sat. Eredményeink arra utalnak, hogy a nem fiziol6giés tirozinizomerek be-
folyasolhatjdk a makrofagok inzulin-jelatvitelét és M1/M2 polarizaciéjat.
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Chronic insulin resistance and changes of M1/M2

= insulin-resistance
= macrophages

= oxidative stress

= pAkt

= tyrosine isomers

polarization in macrophages due to abnormal tyrosines

In obesity, white adipose tissue expresses inflammatory cytokines leading to insu-
lin resistance. Non-physiological meta-tyrosine and ortho-tyrosine (meta-Tyr and
ortho-Tyr), produced from phenylalanine by free radicals, may contribute to the

development of insulin resistance. The resulting insulin resistance may have a sig-
nificant impact on macrophage function. In this study we aim to investigate mi-
croscopically the effect of meta- and ortho-Tyr on insulin sensitivity and M1/M2
polarization of macrophages using Akt phosphorylation and the arginase 1/iNOS
ratio. Macrophage cell lines were cultured in media containing para-, meta- or or-
tho-Tyr, 5 mmol/L or 25 mmol/L glucose (para25-Tyr group) and treated with insu-
lin. Para25, meta- and ortho-Tyr increased pAkt levels and decreased the arginase
1/iNOS ratio in macrophages in the absence of insulin. In the case of physiological
para-tyrosine treatment, insulin increased the amount of pAkt and decreased the
arginase 1/iNOS ratio. Both meta- and ortho-Tyr treatment were able to abolish or
reverse the insulin’s increasing effect on pAkt and the decreasing effect on arginase
1/iNOS ratio. Our results suggest that non-physiological tyrosine isomers may af-
fect the insulin signaling of macrophages and influence their M1/M2 polarization.

kérosan magas energiabevitel, ami példdul el-

hizdsban, prediabéteszben vagy 2-es tipusd

diabetes mellitusban (T2DM) jellemzé, a bél mik-
robiomjanak megvaltozasahoz vezet, melynek metabolit-
jai képesek atjutni a bélfalon és fenotipusos valtozdsokat
okoznak a fehér zsirszévetben (WAT).! Ezek a véltoza-
sok a zsirszovetben taldlhaté egyéb sejteket is érintik.
Az adipocitdk nemcsak az energiatdroldsban és mobili-
zéldsban jatszanak szerepet, hanem parakrin faktoro-
kat is kivélasztanak mds, metabolikusan aktiv szovetek
szabalyozdsara. A megnovekedett energiabevitel hatdsa-
ra a zsirsejtek mérete is gyorsan véltozik, aminek kovet-
keztében megnovekszik a szabad zsirsavak kidramlésa,
cs6kken az adiponektin termel3dése, né a gyulladast elé-
segit citokinek és gyulladdsos sejtek szdma a zsirszo-
vetben, fokozdédik a hipoxia és a fibrézis. A zsirszévet
gyulladdsos sejtjei gyulladést elésegité és gyulladdsgat-
16 citokineket is termelhetnek. A krénikusan fokozott
energiabevitel szisztémads, alacsony foku gyulladashoz,
anyagcserezavarokhoz, péld4ul inzulinrezisztencidhoz,
a gyulladast elésegité citokinek fokozott termelédéséhez,
oxidativ stresszhez vezet.?

Eredeti kézlemény

Elhizds esetén a WAT stromadlis vaszkuldris frakciéja
gyulladésos citokineket vélaszt ki.® Elhiz4s esetében mak-
rofagok taldlhaték a legnagyobb szamban a WAT-sejtek
koriil (kdzel 40%), mig sovdny egyénekben ez a szdm ke-
vesebb mint 10%.* A WAT-makrofdgok dont szerepet jat-
szanak a gyulladdsos citokinek expressziéjadban.®

A makrofagok az immunrendszer fagocitézisra ké-
pes tagjai. Szerepet jatszanak mind a velesziiletett, mind
az adaptiv immunmechanizmusokban. A makrofégok fe-
notipusuk és funkciéjuk alapjan két csoportra oszthatdk:
az M1 tipust makrofagok gyulladast serkent6, az M2 tipu-
stak gyulladdsgitlé hatdstak.® Az M1 és M2 tipusd mak-
rofagok eltéréen metabolizdljdk az arginint. Az M1 tipust
makrofagok az arginint nitrogén-monoxidra és citrullin-
ra bontjék a nitrogén-monoxid-szintdz enzim segitségével.
Az M2 tipusd makrofigok az arginint az arginiz-1 segitsé-
gével metabolizaljak.® Az M1-makrofagok szabad gyokoket
és nitrogén-monoxidot (NO) termelnek-, és gyulladdsos
citokineket, példdul tumornekrézisfaktor-alfat (TNF-a) és
IL-6-ot vélasztanak ki.” Az M1 tipusd makrofdgok az alta-
luk termelt proinflammatorikus citokinek révén az egyik
legjelent8sebb szereplék a gyulladds kialakuldsdban.>’
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Az M2-makrofagok részt vesznek a kdrokozék elleni vé-
dekezési mechanizmusokban is, f6ként gombasejtek, pa-
razitdk, immunkomplexek, komplement, apoptotikus
sejtek, makrofég-koléniastimullé faktor (MCSF), inter-
leukin-4 (IL-4), IL-13, IL-10, tumor novekedési faktor-béta
(TGF-B) aktivalé hatdsara.® A kérokozék elleni védekezés
mellett az M2-makrofagok képesek eltakaritani az apop-
totikus sejteket, elésegitik a sebgyégyulast és csokkentik
a gyulladdsos vélaszt.® Ennek eredményeként a makro-
fagok gyulladdst el8segit vagy gyulladdsgitlé irdnyba
térténd polarizacidja fontos szerepet jatszik a gyullada-
sos allapotok szabdlyozdsdban. Az immunsejtek rendel-
lenes mukodése és a keringésben a gyulladasos citokinek
megnovekedett szintje a szervezet Gsszes sejtjét érintd
szisztémads szubklinikai gyulladdshoz vezet, amely végiil
szubcelluldris szinten oxidativ stresszt okoz.’

A folyamatos szubklinikus gyulladds kovetkeztében
kialakulé oxidativ stressz szerepet jatszhat a multihor-
monlis rezisztencia (pl. inzulinrezisztencia, eritropoe-
tinrezisztencia, leptinrezisztencia) kialakuldsaban.'"
Ezenkivil a szabad gy6kok nagyon reaktivak és kénnyen
reagélnak a kiilonb6zé tipusi makromolekuldkkal. Képe-
sek reagdlni a DNS-sel, fehérjékkel, lipidekkel és amino-
savakkal is. E molekuldk szerkezeti véltozasai funkciéjuk
moédosuldséhoz és elvesztéséhez is vezetnek. Az igy 1étre-
jott médositott molekuldk tébbnyire stabilak, igy az oxi-
dativ stressz markereiként is felhasznalhatjuk 6ket.

A fenilalanin (Phe) esszencidlis aminosav, amely enzi-
matikusan &talakul para-tirozinnd (para-Tyr), dihidro-
xi-fenilalaninn4 (DOPA), katekolaminokk4, melaninnd és
pajzsmirigy-hormonokkd. A Phe aromds gyurlje viszony-
lag sértilékeny és a fent emlitett fontos enzimatikus médo-
suldsokon kiviil nem enzimatikus valtozasokon is 4teshet.
A hidroxil szabad gydk képes nem enzimatikusan hidroxi-
lalni a Phe aromds gytrdjét, ami a para-Tyr mellett nem
fiziol6gids meta- és orto-tirozin (meta-Tyr és orto-Tyr) kép-
z08déséhez vezet. A nem enzimatikusan képzédétt para-Tyr
mennyisége azonban lényegesen kisebb, mint az enzimati-
kus folyamatban képz&dé para-Tyr mennyisége. Oxidativ
stressz esetén a meta- és orto-Tyr a hidroxil szabad gyo-
kék mennyiségét tikrozi. A Tyr-izomereket régéta foként
az oxidativ stressz markereiként tanulmdanyozzak, de egy-
re t6bb bizonyiték van arra, hogy a nem fiziol6gids Tyr-izo-
merek a kéros hatdsok okoz6i.”* Az abnormalis tirozinok
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ilyen szerepére szdmos példa ismert. A meta-Tyr gatolhat-
ja mas novények fejlédését,' és befolydsolhatja a daganatok
novekedését is.** Munkacsoportunk kordbban megfigyelte,
hogy 6sszefiiggés mutathaté ki az orto-Tyr szérumszintje
és az eritropoetinrezisztencia kozétt dializalt betegekben.
Egy tanulményban a meta- és orto-Tyr id8- és dézisfuiggd
médon képes volt gatolni az eritropoetinfiiggd eritrocita-
proliferdciét.’” Ezek alapjan tgy gondoljuk, hogy az abnor-
malis tirozinok nemcsak az oxidativ stressz megbizhaté
indik4torai, hanem szévetkdrosodast is képesek okozni."

A meta- és orto-Tyr negativ hatdsai mind kézvetlenek,
mind kozvetettek: kdzvetlenill beépiil a fehérjékbe, meg-
véltoztatva azok szerkezetét és funkcidjat, kozvetve pe-
dig zavarokat okoz a reaktiv oxigén- és nitrogéntermékek
kialakuldsdban.'® Az oxidativ stressz miatt képzédé Tyr-
izomerek valészintileg a taplalkozas révén is bejuthatnak
az é16 szervezetekbe." Mindazonaltal kevés klinikai vagy
in vivo tanulmany vizsgélta az abnormalis Tyr-izomerek
karos hatdsait.

Korabbi vizsgélatunkban' megerésitettitk, hogy a nem
fiziolégi4s Tyr-izomerek (meta- és orto-Tyr) az oxidativ
stressz markerei voltak 2-es tipust diabetes mellitusban
(T2DM) krénikus vesebetegséggel vagy anélkiil, végstadiu-
mu vesebetegségben, illetve szeptikus koriilmények kozott.
Ugyanakkor a rezveratrol antioxiddns hatdsa miatt a 2-es
tipust diabetes mellitusban szenved$ betegeknél csék-
kent az orto-Tyr kivalasztasa a vizeletben, és ezzel parhu-
zamosan az inzulinrezisztencia javuldsa is megfigyelheté
volt. Kordbbi vizsgalataink sordn tovabba arra a kovetkez-
tetésre jutottunk, hogy a nem fizioldgids tirozinok nem-
csak az oxidativ stressz markerei, hanem szdmos betegség
patogenezisében is szerepet jatszhatnak.'™™® A kiilonbo-
z6 sejtvonalak meta- és orto-Tyr-en torténé tenyésztése
inzulinrezisztencidhoz vezetett ezekben a sejtekben, ha-
sonléan a magas glitkdztartalmui kérnyezetben toérténd no-
vekedéshez. Ezekben a meta- és orto-Tyr-en tenyésztett
sejtekben nem tudtunk kimutatni inzulin &ltal kivaltott
IRS-1-foszforilaciét. A para-Tyr-en tenyésztett sejtekben
az inzulin képes volt az Akt-foszforilaciéjat indukélni nor-
mal glikéztartalmt médiumon, azonban meta- és orto-Tyr
jelenlétében az inzulin nem tudott semmilyen hatést kifej-
teni, a magas glikéztartalmu kérnyezethez hasonléan.

A T2DM-et korunk jarvanydnak tekintik, melynek el-
terjedése vildgszerte folyamatosan novekszik. Ez egy
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krénikus betegség, amely szamos tarsbetegséggel, pél-
daul sziv- és érrendszeri betegségekkel, vesebetegséggel,
neuropétiaval és demencidval tarsulhat' és immunhid-
nyos 4llapotot eredményezhet.® Ezenkiviil a T2DM-ben
megnovekszik az oxidativ stressz, ami 9sszefiiggésbe hoz-
hat6 més betegségek, példaul sziv- és érrendszeri beteg-
ségek kialakuldsaval.*»** A T2DM-et inzulinrezisztencia
(IR), hiperglikémia és csékkent inzulinszekrécié jellemzi.
Az IR és a T2DM kozotti kapcesolat régéta jol ismert. Inzu-
linrezisztencia esetén a sejtek nem reagdlnak megfele-
l6en az inzulinra, ami hosszu tdvon hiperinzulinémidhoz,
hiperglikémidhoz és T2DM kialakuldsdhoz vezet. Az IR
eldre jelzi és kulcsszerepet jatszik a T2DM kialakuldséban,
ezért az IR a T2DM elérejelzéje és terdpids célpontja is.

A gyulladds kulcsszerepet jatszik a T2DM patogenezi-
sében. Az immunsejtek nem megfelelé aktivalasa és az azt
kovetd gyulladdsos folyamatok szerepet jatszanak a T2DM
progresszigjdban és kialakuldsaban.?® T2DM-ben az IR je-
lent6s hatdssal lehet a makrofdgok mtikodésére,® mivel
az inzulin az Akt-jelatvitelen keresztiil befolydsolja a mak-
rofdgok M1 és M2 tipust polarizaciéjat.>® Az M1 tipusi
makrofégok 4ltal termelt proinflammatorikus citokinek (pl.
TNF-a) hozzéjarulnak az IR kialakuldséhoz, masrészt az IR
a makrofagok gyulladdsos dllapotba val6 polarizaciéja ré-
vén gyulladdshoz vezethet.?**” A makrofagok polarizaci6jat
szémos, a kdrnyezetitkben jelen 1év6 tényezé befolyésolja,
amelyek kiilonboz6 jelatviteli ttvonalakon keresztiil hat-
nak. Ezen jelent§s jelatviteli Gtvonalak egyike a foszfoino-
zitol-3-kinaz (PI3K)/Akt Gtvonal, amelyen keresztiil tsbbek
kozott az inzulin jel4tvitele is végbemegy.?®

Kordbbi western-blot mddszerrel végzett vizsgalataink
soran megfigyeltiik, hogy az Akt nem stimulalt bazalis fosz-
forilaciéja a 3T3-L1 zsirsejtekben, HEK-sejtekben és po-
docitdkban és a nem stimulalt bazélis IRS-1-foszforilacié
makrofagokban szignifikdnsan magasabb volt meta- és or-
to-Tyr hatdsdra a para-Tyr-hez viszonyitva.'*" Ez a ,set
point shift” rezisztencidt eredményezett az inzulinstimula-
ciéval szemben ezekben a sejtekben.'*" Megfigyeltik tovab-
b3, hogy a foszforilalt polipeptid defoszforilacidja a protein
tirozin-foszfatdz 1B enzim &ltal szinte lehetetlen volt, ha
a foszforilalt tirozin meta-Tyr vagy orto-Tyr volt, mig fosz-
forilalt para-Tyr esetén gyorsan defoszforildlédott.'*"

A jelen tanulmdnyunk célja az volt, hogy mikroszké-
pos médszerrel vizsgaljuk a meta- és orto-Tyr hatdsat

Eredeti kézlemény

a makrofagok inzulinérzékenységére Akt-foszforildcids
modszer felhasznéldsdval, valamint az abnormadlis Tyr-
izomerek hatdsat a makrofagok polarizacidjara.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejtvonalak tenyésztése

A 293-as szdm humdn embrion4lis vesesejteket (HEK)
(ATCC® CRL-11268™) és a J774A.1 egér BALB/C monoci-
ta-makrofdg sejtvonalakat (Sigma Aldrich, Budapest, Ma-
gyarorsz4g, CAT-szdm: 91051511-1VL) Dulbecco Eagle’s
médositott tdpkézegében (DMEM, Sigma Aldrich CAT-
szdm: D61046) tenyésztettitk és tartottuk fenn. A tép-
kozeget a kovetkezdkkel egészitettiik ki: 10% magzati
szarvasmarha-szérum (Gibco, CAT-szdm: A3840402),
100 egység/ml penicillin, 0,1 mg/ml sztreptomicin (Gib-
co, CAT-szdm: 15070-063), 2 ug/ml Fluconazol (Fresenius
Kabi Magyarorsz4g), 1 ug/ml inzulin (Sigma Aldrich, Bu-
dapest, Magyarorszag, CAT-szam: I 9278) és kisérlettdl
fiiggben 5 vagy 25 mmol/l glikdz.

A makrofagsejtek kezelése a pAkt-jelolés esetén

A DMEM téptalaj eredetileg 36 mg/l para-Tyr-t tartal-
maz. Négy csoportot alakitottunk ki az aldbbiak szerint:
72 mg/l para-Tyr-t (fiziolégids tirozin) adtunk a negativ
kontroll csoport (para-Tyr csoport, 5 mmol/l glitkézzal) és
a pozitiv kontrollcsoport (para25-Tyr csoport, 25 mmol/l
glitkézzal) tapkdzegéhez. A masik két csoport tdpkdzegé-
hez (5 mmol/l glitkézzal) 72 mg/] meta-, vagy orto-Tyr-t
(fiziolégias tirozint) adtunk. A sejteket fedélemezeken te-
nyésztettitk 6 lyukd lemezekben, parasitott inkubétor-
ban, 37°C-on és 5% CO, tartalom mellett. 5 nap elteltével
a sejteket egy éjszakdn at szérummentes tdpkozegben in-
kubaltuk. Az inzulinkezelést szérummentes tdpkdzegben
végeztiik a kovetkezéképpen: 0 nM/1 (kontroll), 6 nM/1,
25 nM/1, 100 nM/1 és 400 nM/I inzulin 10 percig. Az in-
zulinkezelés utdn a sejteket kétszer mostuk jéghideg PBS-
sel, hogy teljesen eltavolitsuk a tdpkozeget.

A festési médszer egy publikdcién alapult, kisebb médo-
sitdsokkal.?® A sejteket 4%-os pufferolt jéghideg PBS-ben
oldott paraformaldehiddel (PFA, Sigma Aldrich CAT-sz4m:
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P-6148) fixaltuk 20 percig jégen, majd hdromszor 5 per-
cig PBS-sel mostuk. 0,1%-os Triton X-100-zal (Sigma Ald-
rich CAT-szdm: T-9284) permeabilizdltuk 15 percig, amit
1x5 perc PBS-sel torténd mosas kovetett, majd szobahd-
mérsékleten 5%-os szarvasmarha-szérumalbuminnal
(BSA, Sigma Aldrich CAT-szdm: A7906-100G) blokkoltuk
60 percig. Ezt kovetben a sejteket az elsédleges antitest-
tel (Anti-phospho-Akt [Serd73], Cell Signaling CAT-sz&m:
4060) inkub4ltuk, amit a blokkolé pufferben higitottunk
1: 100 ardnyban, majd egy éjszakan 4t 4 °C-on, parasitott
kamrdaban, ezt kovetéen 60 percig szobahémérsékleten in-
kubaltuk. Az elsédleges antitest eltdvolitdsdhoz a fedéle-
mezeket hdromszor 5 percig mostuk 0,1% Triton X-100-at
tartalmazé PBS-ben. A sejteket a PBS-ben oldott mésod-
lagos antitesttel (Alexa Fluor 647, kecske anti-nyul IgG
[H+L] erésen keresztadszorbealt masodlagos antitest, In-
vitrogen CAT-szdm: A-21245) inkubéltuk szobah8mérsék-
leten 4 6ran keresztil. 3-szor 5 perc PBS-sel torténé mosas
utdn a sejtmembranokat 5 pg/ml CellBritte-tal (Cellbrit-
te Green Cyto-plasmic Membrane Dye, Biotium Inc., CAT-
szdm: 30021) festettitk szobah8mérsékleten 20 percig.
5 perces PBS-sel torténé mosas utdn a sejtek magjat 10
pug/ml DAPI-val (Sigma Al-drich, Budapest, Magyarorszag,
CAT-szam: 10236276001) 5 percig festettitk szobahdmér-
sékleten. Végiil a mintékat DPX-szel (Sigma Aldrich, Bu-
dapest, Magyarorszag, CAT-szdm: 06522) fedtiik be.

A makrofagsejtek kezelése az arginaz-1
és iNOS jeldlése esetén

A makrofdgok M1/M2 polariziciéjanak vizsgalatdhoz
megmértitk az argindz-1 és iNOS jelolésének intenzitd-
sat, és az argindz-1/iNOS aranyt alkalmaztuk a polarizicié
irdnyanak meghatdrozasédhoz. Az argindz-1 és iNOS jelolé-
sére szant J774A.1 makrofagsejteket a fent leirtak szerint
kezeltik, a kovetkezé kiilonbségekkel: a tirozinkezelé-
sek vége elétt a sejteket 48 éran 4t 400 nM/l inzulinnal
kezeltitk (kivéve a kontrollcsoportot). Ezenkiviil 24 éré-
val a tirozinos kezelés vége elétt minden csoportot LPS-
sel (Lipopolysaccharide [LPS] Solution [500X], Invitrogen
CAT-szadm: 00-4976-93) kezeltiink 3 6ran keresztiil.

Arginéz-1 és iNOS jeldlésére fikoeritrin (PE) konju-
galt argindz-1 patkdny monoklonalis antitestet (AlexFS5,
Invitrogen CAT-szdm: 12-3697-82) és Alexa Fluor™ 488
konjugalt anti-iNOS patkdny monoklonélis antitest (In-
vitrogen CAT-szdma: 53-5920-82) hasznéltunk. A szin-
egyezés miatt nem tudtuk a sejtmembrant jelélni (lasd
alabb az Intenzitdsmérés cimu részt).

Intenzitasmeérés

Az intenzitdsmérés a kordbbi tanulminyunkban®® le-
frt médszer szerint tortént kisebb mddositdsokkal.

1. abra. Sejtmembranok immunfluoreszcens festése és sejtmagok DAPI-festése J774A.1 makrofagokban

2024. szeptember

DOI:10.24121/dh.2024.16


https://doi.org/10.24121/dh.2024.16

m Csurgydk Roland

A megfestett sejtek képeit Nikon konfokalis 1ézer pasztazé
mikroszkép rendszerrel (Nikon, Tokié, Japan) szkenneltiik.
Ugyanabbdl a kisérletbdl fluoreszcens képeket készitet-
tink azonos expoziciés bedllitdsokkal és lézerintenzitas-
sal. A fest6dés intenzitdsanak szdmszerlisitésére a Nikon
NIS elemszoftvert hasznéltuk. Az érdekl6désre szamot
tarté régidkat (ROI) manudlisan vélasztottuk ki, az 1. dbrdn
lathaté sejtmembranfestés segitségével (Nikon Electronic
Format [NEF] 12-bit). Az argindz-1 és az iNOS jelélése ese-
tében nem volt lehetéség a sejtmembran festésére, ezért
a mérési hiba csokkentése érdekében négyesével jelsltitk
ki a sejteket a ROI-k segitségével. A ROI-kat megkettdztiitk
(a duplikalt ROI teriilete megegyezett az eredeti ROI-val).
A duplikélt ROI-k a hattérre keriiltek. A ROI-kon belili te-
rilleteken (eredeti és hattér) 1év8 képpontokat megmértiik,
és a hattér-ROI-kon belili képpontokat kivontuk az erede-
ti ROI-k képpontjaibdl. Végiil a kapott intenzitasértékeket
a ROI-k teriiletével korrigéltuk. A végsé intenzitisértéke-
ket tetsz8leges egységekben (a.u.) fejeztitk ki.

A HEK-sejtek tirozinfelvétele

A kisérlet el6tt a sejteket egy éjszakan at szérummentes
tapkézegben inkubaltuk. A kontrollvizsgalathoz az erede-
ti szérummentes tipkézeget (DMEM, Sigma Aldrich CAT-
szdm: D6046) hasznéltuk. A Tyr-felvétel vizsgélatdhoz
para-, meta- és orto-Tyr-t adtunk a tdpkézeghez oly mé-
don, hogy az egyenlé mennyiségben tartalmazza a hdrom
Tyr-izomert. A HEK-sejteket a hirom Tyr-izomert azo-
nos mennyiségben tartalmazé tdpkdzegben inkubaltuk O,
10, 20, 30, 40, 50 és 60 percig. Az inkubdacids periédus
végén a sejteket kétszer mostuk jéghideg PBS-sel, majd
80 pl/lemez lizispuffer hozzdaddsa utdn mechaniku-
san felkapartuk. A lizispuffer a kovetkezéket tartalmaz-
ta: 1 M/1 natrium-klorid (NaCl), 50 mM/1 Trisbase, pH 7,4,
1% Triton X, 0,5% natrium-dezoxikolat (SOD), 0,1% nét-
rium-dodecil-szulf4t (SDS), 5 mg/ml fenilmetil-szulfonil-
fluorid (PMSF), 1. és 2. foszfatdzinhibitor-koktél (Sigma
Aldrich, Budapest, Magyarorszdg, CAT-szdm: P5726 és
P2850), protedzinhibitor-koktél (Sigma Aldrich, Buda-
pest, Magyarorsz4g, CAT-sz4m: P8340).

A tirozin-izoformék HPLC-mérését a kordbbi tanulma-
nyunkban' leirt médszer kisebb mddositdsaval végez-
tik. A Tyr-tartalom HPLC-analizise sordn mind a nem

Eredeti kézlemény

fehérjéhez kotott intracelluldris Tyr 6sszkoncentricié-
jat, mind a fehérjéhez kotott Tyr tartalmat mértitk. A nem
fehérjéhez kotott teljes intracelluldris Tyr-koncentra-
cié mérésére 200 pl desztillalt vizet adtunk a mintdk-
hoz, és egy éjszakdn at -70 °C-on taroltuk a megfeleld
sejtlizis elérése érdekében. Felolvasztds utdn a mintdkat
15000 fordulat/perc sebességgel centrifugaltuk 15 percig.
A feltltiszéb6l 200 pl-t vettiink, és 200 pl 60%-os triklér-
ecetsavval Osszekevertitk. A mintdkat jégen inkubéltuk
30 percig, majd centrifugdltuk 15000 fordulat/perc se-
bességgel 15 percig. Centrifugalds utdn a leszlirt és 6tszo6-
rosre higftott feltiliszobdl 40 ul-t 160 ul desztillalt vizzel
elkevertiink, majd a HPLC-oszlopra fecskendeztik.

A teljes fehérjéhez kotott celluldris Tyr mennyiségé-
nek mérésére 200 pl desztillalt vizet adtunk a mintdkhoz,
és egy éjszakdn at -70 °C-on fagyasztva lizaltuk. Felol-
vasztas utdn a mintakat 4000 fordulat/perc sebességgel
centrifugdltuk, és 200 pl feltltszét 200 pl 60%-os tri-
klér-ecetsavhoz adtunk, ezt kovetéen jégen 30 percig in-
kubdltuk. A kévetkezd centrifugdldst 4000 fordulat/perc
sebességgel hajtottuk végre 10 percig, és az tiledéket 1%-
os triklér-ecetsavban és 4 pl 400 mmol/l dezferrioxa-
minban szuszpendaltuk. A mintdkhoz 40 ul 500 mmol/l
butilezett hidroxitoluolt adtunk, hogy elkertljitk a szabad
gyokok képzbdését a hidrolizis soran. A kévetkezé 1épés-
ben a fehérjéket 120 °C-on egy éjszakén 4t hidrolizaltuk
200 pl 6 N sésav hozzdadédsa utdn. A hidrolizdtumot 0,2
um-es sziirén (Millipore Co., Billerica, MA, USA) atsz{ir-
tik, és a szlirletb6l 20 pl-t injektaltunk a Shimadzu Class
LC-10 ADVP HPLC-rendszer (Shimadzu USA Manufac-
turing Inc., Canby, OR, USA) HPLC-oszlopdra. Az injekt4-
lashoz Rheodyne kézi injektort hasznaltunk.

Nem volt sziikség szdrmazékképzésre vagy jelolésre,
mivel a para-, meta- és orto-Tyr mennyiségét autofluo-
reszcencidjuk mérésével hatdroztuk meg. Az dltalunk
hasznalt Shimadzu Class 10 HPLC rendszer RF-10 AXL
fluoreszcens detektorral volt felszerelve (Shimadzu USA
Manufacturing Inc., Canby, OR, USA). Mozgéfazisként
1%-0s natrium-acetatot és 1%-os vizben oldott ecetsavat
hasznaltunk. Az elvélasztdsokat LiChro-CHART 250-4
oszlopon (Merck KGaA, Darmstadt 64271, Németorsz4g)
végeztik izokratikus futtatdssal. A para-, meta- és orto-
Tyr-t 275 nm-es gerjesztési hullimhosszon és 305 nm-es
emisszids hullimhosszon mértitk. Az aminosavak pontos
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koncentraciéjat a gérbe alatti teriilet (AUC) és a kiilsé
standard kalibrécié alapjan hatdroztuk meg.

Statisztikai elemzések

A véltozék eloszldsdt Shapiro-Wilk-teszttel ellenériz-
titk. A normdl eloszlast valtozdk kozotti killonbséget

varianciaanalizissel (ANOVA) vizsgéltuk. A nem nor-
mal eloszldst véltozdk esetében a Kruskal-Wallis-tesz-
tet és a Mann-Whitney U-tesztet alkalmaztuk. Az adatok
trendjeinek tesztelésére a Mann-Kendall-trendtesztet
hasznaltuk. A 0,05-nél kisebb p-értéket statisztikailag szig-
nifikdnsnak tekintettitk. Az adatok elemzése a Paleonto-
logical Statistics (PAST) szoftver 3.21-es verzi6javal tértént.

[ para-Tyr W meta-Tyr [ orto-Tyr

99,266%  0,443%  0,291%

99,723%  0,189%  0,087%

MW 98,221%  0,935% 0,844%
B 94,304%  2,194%  3,502%
q 99,151%  0,382%  0,382%

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
meta-Tyr vagy orto-Tyr / 6ssz Tyr (%)

meta-Tyr vs. para-Tyr: p<0,05
orto-Tyr vs. para-Tyr: p<0,05

2. abra. Tyr-izomerek aranya HEK-sejtekben kontroll tdptalajon (n=5/csoport)
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3. dbra. A kiilonboz6 tirozinizomerek mennyisége a sejtekben a kiilonb6z6 Tyr-izomert
tartalmaz6 tapkozegen, kiilonb6z6 inkubacids id6k utan (n=6/csoport)
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EREDMENYEK A para-Tyr-kezelés
A Tyr-felvétel vizsgalata A kontrollhoz képest az inzulin koncentriciéfiggs mo-
don névelte a pAkt intenzitdsat (4. dbra). A kontrollhoz
A kontrollcsoportban a HEK-sejtek elenyész6 szdzalékban képest az inzulin 6 nM-os koncentracidja szignifikdnsan
tartalmaztak meta- és orto-Tyr-izomereket a fiziol6gias megnévelte a pAkt mennyiségét (4. dbra). A 25 nM-os in-
para-Tyr-izomerhez képest (2. dbra). A hdrom Tyr-izo- zulin a pAkt-jelélés intenzitdsat is novelte a kontrollhoz
mert egyenl6 mennyiségben tartalmazé tdpkézegben mar képest (4. dbra). A pAkt mennyisége még 100 nM-os in-
20 percnél révidebb inkubécié utan kiegyenlitédés indult zulinkoncentréciénal is nagyobb volt, mint a kontrollé (4.
meg a HEK-sejtekben, bér az orto-Tyr szignifikinsan ala- dbra). A 400 nM-os inzulinkoncentrécié magasabb pAkt-
csonyabb maradt, mint a para-Tyr és a meta-Tyr mennyi- szintet eredményezett a J774A.1 makrofdgokban a kont-
sége 60 perc inkubécié utan (3. dbra). rollhoz képest (4. dbra).
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4. abra. Az inzulinkezelés hatasa a pAkt-szintre para-tirozinban (para-Tyr) tenyésztett J774A.1 makrofagokban;
a pAkt immunfluoreszcens festése és a mért festédési intenzitasi értékei J774A.1 makrofagokban (n=60/csoport)
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A pAkt mennyisége magasabb volt 25 nM inzulinkeze-
1és mellett, mint a 6 nM-os és a 100 nM-os ddzis eseté-
ben (4. dbra).

A 400 nM-os inzulindézis nagyobb névekedést ered-
ményezett a pAkt-jel6lési intenzitdsban, mint a 6 nM-os
és a 100 nM-os koncentracié (4. dbra).

A magas gliikoztartalmi (para25-Tyr) kezelés

A para25-Tyr csoportban az inzulin minden koncent-
raciéban novelte a pAkt mennyiségét a J774A.1 mak-
rofdgokban, azonban ez a pAkt-névekedés nem volt

koncentraciéfiiggd (5. dbra). A kontrollhoz képest az in-
zulin 6 nM-os koncentrécidja szignifikdnsan megnovelte
a pAkt mennyiségét (5. dbra). A 25 nM-os inzulin a pAkt-
jelolés intenzitasat is novelte a kontrollhoz képest (5.
dbra). A pAkt mennyisége még 100 nM-os inzulinkon-
centrdciénal is nagyobb volt, mint a kontrollé (5. dbra).
A 400 nM-os inzulinkoncentricié is magasabb pAkt-
szintet eredményezett a makrofdgokban a kontrollhoz
képest (5. dbra).

Nem volt azonban szignifikdns kiilénbség a 6 nM-os,
25 nM-o0s, 100 nM-os és 400 nM-os inzulinkoncentré-
ciék hatésa kozott magas glitkézkezelés esetén (5. dbra).
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5. abra. Az inzulinkezelés hatasa a pAkt-szintekre para-tirozinban tenyésztett J774A.1 makrofagokban
25 mmol/l gliikézt tartalmazo tapkozegben (para25-Tyr csoport); a pAkt immunfluoreszcens
festése és a mért festGdési intenzitasi értékei J774A.1 makrofagokban (n=60/csoport)

2024. szeptember

DOI:10.24121/dh.2024.16


https://doi.org/10.24121/dh.2024.16

m Csurgydk Roland

A meta-Tyr-kezelés (Mann-Kendall-trendteszt, p<0,05). Ez a csékkenés szig-
nifikdns volt a kontrollhoz képest 400 nM-os inzulinkon-

Az inzulin nem névelte, hanem vératlanul csékkentette centrécié mellett (7. dbra).

a pAkt mennyiségét a kontrollhoz képest (6. dbra). Az in- A 100 és 400 nM-os inzulin csokkentette a pAkt-ot

zulin 6, 25 és 400 nM-os koncentraciéban csokkentette a 6 nM-os inzulinkoncentréaciéhoz képest (7. dbra).

a pAkt-jelslés intenzitdsat a kontrollhoz képest (6. dbra).

A 6, 25 és 400 nM-os koncentraciéjud inzulin mellett Az inzulinnal nem kezelt kontrollok
a pAkt mennyisége alacsonyabb volt a 100 nM-os inzulin- dsszehasonlitasa

kezeléshez képest (6. dbra).
Az inzulinnal nem kezelt kontrollokban a para25-, meta-

Az orto-Tyr-kezelés és orto-Tyr csoport magasabb pAkt-szintet mutatott,
mint a para-Tyr csoport (8. dbra).

Az inzulin hatdsdra a pAkt novekedése helyett an-

nak tendenciaszerli csokkenését figyeltiink meg
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6. abra. Az inzulinkezelés hatasa a pAkt-szintre meta-tirozinban (meta-Tyr) tenyésztett J774A.1 makrofagokban;
a pAkt immunfluoreszcens festése és a mért festédési intenzitasi értékei J774A.1 makrofagokban (n=60/csoport)
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Az inzulinkezelés hatisa az arginaz-1/iNOS MEGBESZELES
aranyra kiilonb6z6 médiumokban inkubalt
J774A.1 makrofagokban Vizsgalataink sordn kimutattuk, hogy a tenyésztett sejtek
a fiziol6gids para-Tyr-hez hasonlé mennyiségben képesek
a meta- és orto-Tyr-izomerek felvételére. A kéros tirozin-
izomerek a magas glitkézhoz (para25-Tyr) hasonléan né-
velték a pAkt-szintet és csokkentették az arginaz-1/iNOS
aranyt a nem inzulinkezelt makrofagsejtekben, inzulin-
kezelés esetén viszont megsziintették vagy megforditot-
tak az inzulin pAkt-ot noveld és az argindz-1/iNOS aranyt
cs6kkenté hatdsat makrofdgokban. Mivel az Ml tipu-
st makrofagok egy nitrogén-monoxid-szintdz enzimet

A para25-, meta- és orto-Tyr-kezelés csokkenti az argi-
n4z-1/iNOS arényt a para-kontrollcsoporthoz képest (9.
dbra). A para-tirozin-kezelés esetén az inzulin csékken-
tette az argindz-1/iNOS aradnyt a kontrollcsoporthoz ké-
pest, mig a magas glikdz és az orto-Tyr-kezelés esetén
az inzulin elvesztette hat4sat (9. dbra). A meta-tirozin-ke-
zelés megforditotta az inzulin hatdsat, igy itt az inzulin
novelte az argindz-1/iNOS arényt (9. dbra).
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7. abra. Az inzulinkezelés hatasa a pAkt-szintekre orto-tirozint (orto-Tyr) tartalmazé
tapkdzegben tenyésztett J774A.1 makrofagokban; a pAkt immunfluoreszcens festése és
a mért fest6dési intenzitasi értékei J774A.1 makrofagokban (n=60/csoport)
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expresszalnak, amely az arginint nitrogén-monoxid-
d4 (NO) és citrullinnd metabolizdlja, mig az M2 tipusd
makrofdgokra az arginin argindz-1 4ltali metabolizmu-
sa jellemz0,° ezért az argindz-1/iNOS arany j6 indikatora
a makrofagok polarizaciés irdnydnak. Ebbél arra kovet-
keztethetiink, hogy az inzulin lipopoliszacharid jelenlété-
ben (1. metodika) a makrofdgok M1 irdny( polariziciéjat
segiti elé, amit a nem fiziol6gids tirozinok képesek meg-
sziintetni, s6t megforditani.

A HEK-sejtek Tyr-felvételét vizsgdlé eredményeink azt
mutatjak, hogy a sejtek felvették a nem fiziol6gids Tyr-
izomereket, és a hirom izomer mennyisége kiegyenlits-
détt a sejtekben. Huang és munkatdrsai azt taldltak, hogy

a 3,4-dihidroxi-fenilalanin és a dopakinon tartésan be-
épul a fehérjék foszforilacids helyeire.®® A fentiekbél
az kovetkezik, hogy a hidroxil szabad gyokok &ltal mé-
dositott tirozinok beépiilnek a fehérjékbe és peptidekbe,
ezaltal megvaltoztathatjak a fehérjék szerkezetét és funk-
ciéjat.>>*

A hiperglikémidnak oxidativ stresszt indukalé hatésa
is van, ami szerepet jatszhat a cukorbetegség inzulinre-
zisztencidjanak és szévédményeinek kialakuldsdban.'®***°
Az oxidativ stressz hatdsdra megnd a hidroxil szabad gy6-
kék mennyisége, ami a Phe-bél nem enzimatikus médon
keletkez6 meta- és orto-Tyr-termékek mennyiségének
novekedéséhez vezet."
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8. abra. A pAkt jel6lési intenzitdsanak 6sszehasonlitasa a para-, para25-, meta- és orto-
Tyr csoport inzulinnal nem kezelt kontrolljai koz6tt; a pAkt immunfluoreszcens festése és
a mért fest6dési intenzitasi értékei J774A.1 makrofagokban (n=60/csoport)
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m Csurgydk Roland

Néhény tanulményban kimutattdk, hogy az oxidativ
stressz csdkkenti a pAkt foszforildciéjat példdul az uterus-
és a mezangidlis sejtekben,®*** mig mas tanulmanyok azt
mutattdk, hogy az oxidativ stressz néveli a pAkt-ot az al-
veoldris és a humdn THP1-makrofdgokban.*****¢ Tudo-
masunk szerint azonban tanulmanyunk az elsé, amely
bizonyitja, hogy az oxidativ stressz hatdsara megemelke-
dett mennyiségben létrejové meta- és orto-Tyr az inzulin-
hatastdl fuggetlentil noveli a pAkt-ot a makrofagokban.
Vizsgdlataink azt mutatjdk, hogy a nem fiziolégids tiro-
zinizomerek 6nmagukban névelik a pAkt mennyiségét
és képesek megforditani az inzulin pAkt-névelé hatdsat
a makrofdgokban.

Munkdnkban a nem fiziol6giés tirozinok 4ltal kivaltott
inzulinrezisztencia hatdsét vizsgaltuk a makrofagok pola-
rizaciéjara. Szamos tanulmany foglalkozott a makrofagpo-
larizacié szerepével a gyulladas és az inzulinrezisztencia
kialakuldsdban, de kevesebb figyelmet forditottak az inzu-
linrezisztencia makrofdgokra gyakorolt hatdséra. Megfi-
gyelték, hogy a cukorbetegek fogékonyabbak a kiilonféle
fertézésekre, mint példdul az alsé 1éguti fert6zésekre, a tii-
détuberkulézisra és tiidégyulladdsra, hugyuti fert6zések-
re, valamint a b8r- és lagyrészfertézésekre.*

Panda és munkatarsai a makrofagok effektor funkcidit
vizsgaltdk nem kontrolldlt DM-es betegekben, akiknél
tuberkulézisfert6zést allapitottak meg. Munkéjuk sordn
a kovetkezd csoportokat hoztdk létre: egészséges kont-
rollcsoport, nem kontrolldlt DM-csoport, nem DM-es,
tuberkulézisfertdzéssel diagnosztizalt (TB) csoport, il-
letve TB+DM csoport. Vizsgdlatuk sordn tébbek kozott

a makrofidgok csokkent fagocitalé kapacitasat, csokkent
NO-szintet (ami csékkent iNOS-aktivéciét jelez) és meg-
novekedett CD206-szintet (M2-makrofdg-marker) taldl-
tak a makrofdgokban diabéteszes koriilmények kozott.*”

Ieronymaki és munkatarsai az inzulinrezisztencia ha-
tasat vizsgaltdk a makrofdgok polarizdcidjara, sejttenyé-
szetben és in vivo, diéta altal kivaltott glitkézintolerancia
egérmodelljében. Eredményeik azt mutattédk, hogy az in-
zulinrezisztens makrofagok M2-szer fenotipussal ren-
delkeznek, és az inzulinrezisztens makrofdgokat hordozé
egerek csokkent szepszis indukalta tiidékarosodédst mu-
tattak a polimikrobidlis szepszis modelljében.

Vizsgdlatunkban fiziol6gids para-Tyr jelenlétében
a varakozasoknak megfeleléen az inzulin névelte a pAkt
mennyiségét és csokkentette az argindz-1/iNOS ardnyt,
ami MIl-polarizaciéra utal. A nem fiziol6gids meta- és
orto-Tyr novelte a bazdlis pAkt-szintet és csokkentet-
te az argindz-1/iNOS ardnyt inzulinkezelés nélkili mak-
rofdgokban, hasonléan a magas gliikézos kezeléshez.
A meta- és orto-Tyr megforditotta az inzulin pAkt-ot né-
vel8 hatasat. A magas glitk6z és az orto-Tyr megsziintet-
te az inzulin argindz-1/iNOS ardnyra gyakorolt csokkentd
hat4sat. Rdaddsul a meta-Tyr esetében az inzulin hatdsa
megfordult, és novelte az argindz-1/iNOS aranyt.

A pAkt és az argindz-1/iNOS arany mérési eredményei
szignifikdns koherencidt mutatnak, ami arra utal, hogy
a nem fizioldgids tirozinizomerek névelik a pAkt-szin-
tet és megforditjak az inzulin pAkt-ra gyakorolt hatdsat
a makrofigokban, ami befolyasolja a makrofagok M1/M2
polarizici6jat.

IL: interleukin; iNOS: indukalhaté nitrogén-oxid-szintetdz; IR: inzulinrezisztencia; IRS: inzulinreceptor-szubsztrat; Phe: fenilalanin; PI3K: foszfo-
inozitol-3-kinéz (phosphoinositide 3-kinase); ROI: vizsgalt teriilet (region of intrest); T2DM: 2-es tipust diabetes mellitus (type 2 diabetes mellitus);
TNF: tumornekrézis-faktor; Tyr: tirozin (tyrosine); WAT: fehér zsirszévet (white adipose tissue)
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