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Összefoglalás

Elhízás esetén a fehér zsírszövet gyulladásos citokineket expresszál, ami inzulinre-
zisztenciához vezet. A fenilalaninból szabad gyökök által termelt, nem fiziológiás 
meta-tirozin és orto-tirozin (meta-Tyr és orto-Tyr) hozzájárulhat az inzulinre-
zisztencia kialakulásához. Az ebből eredő inzulinrezisztencia jelentős hatással le-
het a makrofágok működésére. Ebben a tanulmányban a meta- és orto-Tyr hatását 
vizsgáltuk a makrofágok inzulinérzékenységére és M1/M2 polarizációjára Akt-
foszforiláció és argináz-1/iNOS arány segítségével. A makrofág-sejtvonalakat para‑, 
meta- vagy orto-Tyr, 5 mmol/l vagy 25 mmol/l glükózt tartalmazó médiumban te-
nyésztettük (para25-Tyr csoport), és inzulinnal kezeltük. A para25, a meta- és 
orto-Tyr növelte a pAkt-szintet és csökkentette az argináz-1/iNOS arányt a makro-
fágokban inzulin hiányában. Fiziológiás para-tirozin-kezelés esetén az inzulin nö-
velte a pAkt mennyiségét és csökkentette az argináz-1/iNOS arányt. Mind a meta‑, 
mind az orto-Tyr-kezelés képes volt megszüntetni vagy megfordítani az inzulin 
pAkt-ra gyakorolt növelő hatását és az argináz-1/iNOS arányra gyakorolt csökken-
tő hatását. Eredményeink arra utalnak, hogy a nem fiziológiás tirozinizomerek be-
folyásolhatják a makrofágok inzulin-jelátvitelét és M1/M2 polarizációját.
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Chronic insulin resistance and changes of M1/M2 
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.

A kórosan magas energiabevitel, ami például el-
hízásban, prediabéteszben vagy 2-es típusú 
diabetes mellitusban (T2DM) jellemző, a bél mik-

robiomjának megváltozásához vezet, melynek metabolit-
jai képesek átjutni a bélfalon és fenotípusos változásokat 
okoznak a fehér zsírszövetben (WAT).1 Ezek a változá-
sok a zsírszövetben található egyéb sejteket is érintik. 
Az adipociták nemcsak az energiatárolásban és mobili-
zálásban játszanak szerepet, hanem parakrin faktoro-
kat is kiválasztanak más, metabolikusan aktív szövetek 
szabályozására. A megnövekedett energiabevitel hatásá-
ra a zsírsejtek mérete is gyorsan változik, aminek követ-
keztében megnövekszik a szabad zsírsavak kiáramlása, 
csökken az adiponektin termelődése, nő a gyulladást elő-
segítő citokinek és gyulladásos sejtek száma a zsírszö-
vetben, fokozódik a hipoxia és a fibrózis. A zsírszövet 
gyulladásos sejtjei gyulladást elősegítő és gyulladásgát-
ló citokineket is termelhetnek. A krónikusan fokozott 
energiabevitel szisztémás, alacsony fokú gyulladáshoz, 
anyagcserezavarokhoz, például inzulinrezisztenciához, 
a gyulladást elősegítő citokinek fokozott termelődéséhez, 
oxidatív stresszhez vezet.2

Elhízás esetén a WAT stromális vaszkuláris frakciója 
gyulladásos citokineket választ ki.3 Elhízás esetében mak-
rofágok találhatók a legnagyobb számban a WAT-sejtek 
körül (közel 40%), míg sovány egyénekben ez a szám ke-
vesebb mint 10%.4 A WAT-makrofágok döntő szerepet ját-
szanak a gyulladásos citokinek expressziójában.3

A makrofágok az immunrendszer fagocitózisra ké-
pes tagjai. Szerepet játszanak mind a veleszületett, mind 
az adaptív immunmechanizmusokban. A makrofágok fe-
notípusuk és funkciójuk alapján két csoportra oszthatók: 
az M1 típusú makrofágok gyulladást serkentő, az M2 típu-
súak gyulladásgátló hatásúak.5 Az M1 és M2 típusú mak-
rofágok eltérően metabolizálják az arginint. Az M1 típusú 
makrofágok az arginint nitrogén-monoxidra és citrullin-
ra bontják a nitrogén-monoxid-szintáz enzim segítségével. 
Az M2 típusú makrofágok az arginint az argináz-1 segítsé-
gével metabolizálják.6 Az M1-makrofágok szabad gyököket 
és nitrogén-monoxidot (NO) termelnek‑, és gyulladásos 
citokineket, például tumornekrózisfaktor-alfát (TNF-α) és 
IL-6-ot választanak ki.7 Az M1 típusú makrofágok az álta-
luk termelt proinflammatorikus citokinek révén az egyik 
legjelentősebb szereplők a gyulladás kialakulásában.3,7 
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Az M2-makrofágok részt vesznek a kórokozók elleni vé-
dekezési mechanizmusokban is, főként gombasejtek, pa-
raziták, immunkomplexek, komplement, apoptotikus 
sejtek, makrofág-kolóniastimuláló faktor (MCSF), inter-
leukin-4 (IL-4), IL-13, IL-10, tumor növekedési faktor-béta 
(TGF-β) aktiváló hatására.8 A kórokozók elleni védekezés 
mellett az M2-makrofágok képesek eltakarítani az apop-
totikus sejteket, elősegítik a sebgyógyulást és csökkentik 
a gyulladásos választ.8 Ennek eredményeként a makro-
fágok gyulladást elősegítő vagy gyulladásgátló irányba 
történő polarizációja fontos szerepet játszik a gyulladá-
sos állapotok szabályozásában. Az immunsejtek rendel-
lenes működése és a keringésben a gyulladásos citokinek 
megnövekedett szintje a szervezet összes sejtjét érintő 
szisztémás szubklinikai gyulladáshoz vezet, amely végül 
szubcelluláris szinten oxidatív stresszt okoz.9

A folyamatos szubklinikus gyulladás következtében 
kialakuló oxidatív stressz szerepet játszhat a multihor-
monális rezisztencia (pl. inzulinrezisztencia, eritropoe-
tinrezisztencia, leptinrezisztencia) kialakulásában.10,11 
Ezenkívül a szabad gyökök nagyon reaktívak és könnyen 
reagálnak a különböző típusú makromolekulákkal. Képe-
sek reagálni a DNS-sel, fehérjékkel, lipidekkel és amino-
savakkal is. E molekulák szerkezeti változásai funkciójuk 
módosulásához és elvesztéséhez is vezetnek. Az így létre-
jött módosított molekulák többnyire stabilak, így az oxi-
datív stressz markereiként is felhasználhatjuk őket.

A fenilalanin (Phe) esszenciális aminosav, amely enzi-
matikusan átalakul para-tirozinná (para-Tyr), dihidro-
xi-fenilalaninná (DOPA), katekolaminokká, melaninná és 
pajzsmirigy-hormonokká. A Phe aromás gyűrűje viszony-
lag sérülékeny és a fent említett fontos enzimatikus módo-
sulásokon kívül nem enzimatikus változásokon is áteshet. 
A hidroxil szabad gyök képes nem enzimatikusan hidroxi-
lálni a Phe aromás gyűrűjét, ami a para-Tyr mellett nem 
fiziológiás meta- és orto-tirozin (meta-Tyr és orto-Tyr) kép-
ződéséhez vezet. A nem enzimatikusan képződött para-Tyr 
mennyisége azonban lényegesen kisebb, mint az enzimati-
kus folyamatban képződő para-Tyr mennyisége. Oxidatív 
stressz esetén a meta- és orto-Tyr a hidroxil szabad gyö-
kök mennyiségét tükrözi. A Tyr-izomereket régóta főként 
az oxidatív stressz markereiként tanulmányozzák, de egy-
re több bizonyíték van arra, hogy a nem fiziológiás Tyr-izo-
merek a káros hatások okozói.12 Az abnormális tirozinok 

ilyen szerepére számos példa ismert. A meta-Tyr gátolhat-
ja más növények fejlődését,13 és befolyásolhatja a daganatok 
növekedését is.14 Munkacsoportunk korábban megfigyelte, 
hogy összefüggés mutatható ki az orto-Tyr szérumszintje 
és az eritropoetinrezisztencia között dializált betegekben. 
Egy tanulmányban a meta- és orto-Tyr idő- és dózisfüggő 
módon képes volt gátolni az eritropoetinfüggő eritrocita
proliferációt.15 Ezek alapján úgy gondoljuk, hogy az abnor-
mális tirozinok nemcsak az oxidatív stressz megbízható 
indikátorai, hanem szövetkárosodást is képesek okozni.10

A meta- és orto-Tyr negatív hatásai mind közvetlenek, 
mind közvetettek: közvetlenül beépül a fehérjékbe, meg-
változtatva azok szerkezetét és funkcióját, közvetve pe-
dig zavarokat okoz a reaktív oxigén- és nitrogéntermékek 
kialakulásában.16 Az oxidatív stressz miatt képződő Tyr-
izomerek valószínűleg a táplálkozás révén is bejuthatnak 
az élő szervezetekbe.11 Mindazonáltal kevés klinikai vagy 
in vivo tanulmány vizsgálta az abnormális Tyr-izomerek 
káros hatásait.

Korábbi vizsgálatunkban17 megerősítettük, hogy a nem 
fiziológiás Tyr-izomerek (meta- és orto-Tyr) az oxidatív 
stressz markerei voltak 2-es típusú diabetes mellitusban 
(T2DM) krónikus vesebetegséggel vagy anélkül, végstádiu-
mú vesebetegségben, illetve szeptikus körülmények között. 
Ugyanakkor a rezveratrol antioxidáns hatása miatt a 2-es 
típusú diabetes mellitusban szenvedő betegeknél csök-
kent az orto-Tyr kiválasztása a vizeletben, és ezzel párhu-
zamosan az inzulinrezisztencia javulása is megfigyelhető 
volt. Korábbi vizsgálataink során továbbá arra a következ-
tetésre jutottunk, hogy a nem fiziológiás tirozinok nem-
csak az oxidatív stressz markerei, hanem számos betegség 
patogenezisében is szerepet játszhatnak.10,11,8 A különbö-
ző sejtvonalak meta- és orto-Tyr-en történő tenyésztése 
inzulinrezisztenciához vezetett ezekben a sejtekben, ha-
sonlóan a magas glükóztartalmú környezetben történő nö-
vekedéshez. Ezekben a meta- és orto-Tyr-en tenyésztett 
sejtekben nem tudtunk kimutatni inzulin által kiváltott 
IRS-1-foszforilációt. A para-Tyr-en tenyésztett sejtekben 
az inzulin képes volt az Akt-foszforilációját indukálni nor-
mál glükóztartalmú médiumon, azonban meta- és orto-Tyr 
jelenlétében az inzulin nem tudott semmilyen hatást kifej-
teni, a magas glükóztartalmú környezethez hasonlóan.

A T2DM-et korunk járványának tekintik, melynek el-
terjedése világszerte folyamatosan növekszik. Ez egy 
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krónikus betegség, amely számos társbetegséggel, pél-
dául szív- és érrendszeri betegségekkel, vesebetegséggel, 
neuropátiával és demenciával társulhat19 és immunhiá-
nyos állapotot eredményezhet.20 Ezenkívül a T2DM-ben 
megnövekszik az oxidatív stressz, ami összefüggésbe hoz-
ható más betegségek, például szív- és érrendszeri beteg-
ségek kialakulásával.21,22 A T2DM-et inzulinrezisztencia 
(IR), hiperglikémia és csökkent inzulinszekréció jellemzi. 
Az IR és a T2DM közötti kapcsolat régóta jól ismert. Inzu-
linrezisztencia esetén a sejtek nem reagálnak megfele-
lően az inzulinra, ami hosszú távon hiperinzulinémiához, 
hiperglikémiához és T2DM kialakulásához vezet. Az IR 
előre jelzi és kulcsszerepet játszik a T2DM kialakulásában, 
ezért az IR a T2DM előrejelzője és terápiás célpontja is.

A gyulladás kulcsszerepet játszik a T2DM patogenezi-
sében. Az immunsejtek nem megfelelő aktiválása és az azt 
követő gyulladásos folyamatok szerepet játszanak a T2DM 
progressziójában és kialakulásában.23 T2DM-ben az IR je-
lentős hatással lehet a makrofágok működésére,24 mivel 
az inzulin az Akt-jelátvitelen keresztül befolyásolja a mak-
rofágok M1 és M2 típusú polarizációját.25 Az M1 típusú 
makrofágok által termelt proinflammatorikus citokinek (pl. 
TNF-α) hozzájárulnak az IR kialakulásához, másrészt az IR 
a makrofágok gyulladásos állapotba való polarizációja ré-
vén gyulladáshoz vezethet.26,27 A makrofágok polarizációját 
számos, a környezetükben jelen lévő tényező befolyásolja, 
amelyek különböző jelátviteli útvonalakon keresztül hat-
nak. Ezen jelentős jelátviteli útvonalak egyike a foszfoino-
zitol-3-kináz (PI3K)/Akt útvonal, amelyen keresztül többek 
között az inzulin jelátvitele is végbemegy.28

Korábbi western-blot módszerrel végzett vizsgálataink 
során megfigyeltük, hogy az Akt nem stimulált bazális fosz-
forilációja a 3T3-L1 zsírsejtekben, HEK-sejtekben és po-
docitákban és a nem stimulált bazális IRS-1-foszforiláció 
makrofágokban szignifikánsan magasabb volt meta- és or-
to-Tyr hatására a para-Tyr-hez viszonyítva.10,11 Ez a „set 
point shift” rezisztenciát eredményezett az inzulinstimulá-
cióval szemben ezekben a sejtekben.10,11 Megfigyeltük továb-
bá, hogy a foszforilált polipeptid defoszforilációja a protein 
tirozin-foszfatáz 1B enzim által szinte lehetetlen volt, ha 
a foszforilált tirozin meta-Tyr vagy orto-Tyr volt, míg fosz-
forilált para-Tyr esetén gyorsan defoszforilálódott.10,11

A jelen tanulmányunk célja az volt, hogy mikroszkó-
pos módszerrel vizsgáljuk a meta- és orto-Tyr hatását 

a makrofágok inzulinérzékenységére Akt-foszforilációs 
módszer felhasználásával, valamint az abnormális Tyr-
izomerek hatását a makrofágok polarizációjára.

ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK

Sejtvonalak tenyésztése

A 293-as számú humán embrionális vesesejteket (HEK) 
(ATCC® CRL-11268™) és a J774A.1 egér BALB/C monoci-
ta-makrofág sejtvonalakat (Sigma Aldrich, Budapest, Ma-
gyarország, CAT-szám: 91051511-1VL) Dulbecco Eagle’s 
módosított tápközegében (DMEM, Sigma Aldrich CAT-
szám: D61046) tenyésztettük és tartottuk fenn. A táp-
közeget a következőkkel egészítettük ki: 10% magzati 
szarvasmarha-szérum (Gibco, CAT-szám: A3840402), 
100 egység/ml penicillin, 0,1 mg/ml sztreptomicin (Gib-
co, CAT-szám: 15070-063), 2 μg/ml Fluconazol (Fresenius 
Kabi Magyarország), 1 μg/ml inzulin (Sigma Aldrich, Bu-
dapest, Magyarország, CAT-szám: I 9278) és kísérlettől 
függően 5 vagy 25 mmol/l glükóz.

A makrofágsejtek kezelése a pAkt-jelölés esetén

A DMEM táptalaj eredetileg 36  mg/l para-Tyr-t tartal-
maz. Négy csoportot alakítottunk ki az alábbiak szerint: 
72 mg/l para-Tyr-t (fiziológiás tirozin) adtunk a negatív 
kontroll csoport (para-Tyr csoport, 5 mmol/l glükózzal) és 
a pozitív kontrollcsoport (para25-Tyr csoport, 25 mmol/l 
glükózzal) tápközegéhez. A másik két csoport tápközegé-
hez (5 mmol/l glükózzal) 72 mg/l meta‑, vagy orto-Tyr-t 
(fiziológiás tirozint) adtunk. A sejteket fedőlemezeken te-
nyésztettük 6 lyukú lemezekben, párásított inkubátor-
ban, 37°C-on és 5% CO2 tartalom mellett. 5 nap elteltével 
a sejteket egy éjszakán át szérummentes tápközegben in-
kubáltuk. Az inzulinkezelést szérummentes tápközegben 
végeztük a következőképpen: 0 nM/l (kontroll), 6 nM/l, 
25 nM/l, 100 nM/l és 400 nM/l inzulin 10 percig. Az in-
zulinkezelés után a sejteket kétszer mostuk jéghideg PBS-
sel, hogy teljesen eltávolítsuk a tápközeget.

A festési módszer egy publikáción alapult, kisebb módo-
sításokkal.29 A sejteket 4%-os pufferolt jéghideg PBS-ben 
oldott paraformaldehiddel (PFA, Sigma Aldrich CAT-szám: 
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P-6148) fixáltuk 20 percig jégen, majd háromszor 5 per-
cig PBS-sel mostuk. 0,1%-os Triton X-100-zal (Sigma Ald-
rich CAT-szám: T-9284) permeabilizáltuk 15 percig, amit 
1×5 perc PBS-sel történő mosás követett, majd szobahő-
mérsékleten 5%-os szarvasmarha-szérumalbuminnal 
(BSA, Sigma Aldrich CAT-szám: A7906-100G) blokkoltuk 
60 percig. Ezt követően a sejteket az elsődleges antitest-
tel (Anti-phospho-Akt [Ser473], Cell Signaling CAT-szám: 
4060) inkubáltuk, amit a blokkoló pufferben hígítottunk 
1: 100 arányban, majd egy éjszakán át 4 °C-on, párásított 
kamrában, ezt követően 60 percig szobahőmérsékleten in-
kubáltuk. Az elsődleges antitest eltávolításához a fedőle-
mezeket háromszor 5 percig mostuk 0,1% Triton X-100-at 
tartalmazó PBS-ben. A sejteket a PBS-ben oldott másod-
lagos antitesttel (Alexa Fluor 647, kecske anti-nyúl IgG 
[H+L] erősen keresztadszorbeált másodlagos antitest, In-
vitrogen CAT-szám: A-21245) inkubáltuk szobahőmérsék-
leten 4 órán keresztül. 3-szor 5 perc PBS-sel történő mosás 
után a sejtmembránokat 5 μg/ml CellBritte-tal (Cellbrit-
te Green Cyto-plasmic Membrane Dye, Biotium Inc., CAT-
szám: 30021) festettük szobahőmérsékleten 20 percig. 
5 perces PBS-sel történő mosás után a sejtek magját 10 
μg/ml DAPI-val (Sigma Al-drich, Budapest, Magyarország, 
CAT-szám: 10236276001) 5 percig festettük szobahőmér-
sékleten. Végül a mintákat DPX-szel (Sigma Aldrich, Bu-
dapest, Magyarország, CAT-szám: 06522) fedtük be.

A makrofágsejtek kezelése az argináz-1 
és iNOS jelölése esetén

A makrofágok M1/M2 polarizációjának vizsgálatához 
megmértük az argináz-1 és iNOS jelölésének intenzitá-
sát, és az argináz-1/iNOS arányt alkalmaztuk a polarizáció 
irányának meghatározásához. Az argináz-1 és iNOS jelölé-
sére szánt J774A.1 makrofágsejteket a fent leírtak szerint 
kezeltük, a következő különbségekkel: a tirozinkezelé-
sek vége előtt a sejteket 48 órán át 400 nM/l inzulinnal 
kezeltük (kivéve a kontrollcsoportot). Ezenkívül 24 órá-
val a tirozinos kezelés vége előtt minden csoportot LPS-
sel (Lipopolysaccharide [LPS] Solution [500X], Invitrogen 
CAT-szám: 00-4976-93) kezeltünk 3 órán keresztül.

Argináz-1 és iNOS jelölésére fikoeritrin (PE) konju-
gált argináz-1 patkány monoklonális antitestet (A1exF5, 
Invitrogen CAT-szám: 12-3697-82) és Alexa Fluor™ 488 
konjugált anti-iNOS patkány monoklonális antitest (In-
vitrogen CAT-száma: 53-5920-82) használtunk. A szín-
egyezés miatt nem tudtuk a sejtmembránt jelölni (lásd 
alább az Intenzitásmérés című részt).

Intenzitásmérés

Az intenzitásmérés a korábbi tanulmányunkban18 le-
írt módszer szerint történt kisebb módosításokkal. 

1. ábra. Sejtmembránok immunfluoreszcens festése és sejtmagok DAPI-festése J774A.1 makrofágokban
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A megfestett sejtek képeit Nikon konfokális lézer pásztázó 
mikroszkóp rendszerrel (Nikon, Tokió, Japán) szkenneltük. 
Ugyanabból a kísérletből fluoreszcens képeket készítet-
tünk azonos expozíciós beállításokkal és lézerintenzitás-
sal. A festődés intenzitásának számszerűsítésére a Nikon 
NIS elemszoftvert használtuk. Az érdeklődésre számot 
tartó régiókat (ROI) manuálisan választottuk ki, az 1. ábrán 
látható sejtmembránfestés segítségével (Nikon Electronic 
Format [NEF] 12-bit). Az argináz-1 és az iNOS jelölése ese-
tében nem volt lehetőség a sejtmembrán festésére, ezért 
a mérési hiba csökkentése érdekében négyesével jelöltük 
ki a sejteket a ROI-k segítségével. A ROI-kat megkettőztük 
(a duplikált ROI területe megegyezett az eredeti ROI-val). 
A duplikált ROI-k a háttérre kerültek. A ROI-kon belüli te-
rületeken (eredeti és háttér) lévő képpontokat megmértük, 
és a háttér-ROI-kon belüli képpontokat kivontuk az erede-
ti ROI-k képpontjaiból. Végül a kapott intenzitásértékeket 
a ROI-k területével korrigáltuk. A végső intenzitásértéke-
ket tetszőleges egységekben (a.u.) fejeztük ki.

A HEK-sejtek tirozinfelvétele

A kísérlet előtt a sejteket egy éjszakán át szérummentes 
tápközegben inkubáltuk. A kontrollvizsgálathoz az erede-
ti szérummentes tápközeget (DMEM, Sigma Aldrich CAT-
szám: D6046) használtuk. A Tyr-felvétel vizsgálatához 
para‑, meta- és orto-Tyr-t adtunk a tápközeghez oly mó-
don, hogy az egyenlő mennyiségben tartalmazza a három 
Tyr-izomert. A HEK-sejteket a három Tyr-izomert azo-
nos mennyiségben tartalmazó tápközegben inkubáltuk 0, 
10, 20, 30, 40, 50 és 60 percig. Az inkubációs periódus 
végén a sejteket kétszer mostuk jéghideg PBS-sel, majd 
80 μl/lemez lízispuffer hozzáadása után mechaniku-
san felkapartuk. A lízispuffer a következőket tartalmaz-
ta: 1 M/l nátrium-klorid (NaCl), 50 mM/l Trisbase, pH 7,4, 
1% Triton X, 0,5% nátrium-dezoxikolát (SOD), 0,1% nát-
rium-dodecil-szulfát (SDS), 5 mg/ml fenilmetil-szulfonil-
fluorid (PMSF), 1. és 2. foszfatázinhibitor-koktél (Sigma 
Aldrich, Budapest, Magyarország, CAT-szám: P5726 és 
P2850), proteázinhibitor-koktél (Sigma Aldrich, Buda-
pest, Magyarország, CAT-szám: P8340).

A tirozin-izoformák HPLC-mérését a korábbi tanulmá-
nyunkban10 leírt módszer kisebb módosításával végez-
tük. A Tyr-tartalom HPLC-analízise során mind a nem 

fehérjéhez kötött intracelluláris Tyr összkoncentráció-
ját, mind a fehérjéhez kötött Tyr tartalmát mértük. A nem 
fehérjéhez kötött teljes intracelluláris Tyr-koncentrá-
ció mérésére 200 μl desztillált vizet adtunk a minták-
hoz, és egy éjszakán át −70 °C-on tároltuk a megfelelő 
sejtlízis elérése érdekében. Felolvasztás után a mintákat 
15 000 fordulat/perc sebességgel centrifugáltuk 15 percig. 
A felülúszóból 200 μl-t vettünk, és 200 μl 60%-os triklór-
ecetsavval összekevertük. A mintákat jégen inkubáltuk 
30 percig, majd centrifugáltuk 15 000 fordulat/perc se-
bességgel 15 percig. Centrifugálás után a leszűrt és ötszö-
rösre hígított felülúszóból 40 μl-t 160 μl desztillált vízzel 
elkevertünk, majd a HPLC-oszlopra fecskendeztük.

A teljes fehérjéhez kötött celluláris Tyr mennyiségé-
nek mérésére 200 μl desztillált vizet adtunk a mintákhoz, 
és egy éjszakán át −70 °C-on fagyasztva lizáltuk. Felol-
vasztás után a mintákat 4000 fordulat/perc sebességgel 
centrifugáltuk, és 200 μl felülúszót 200 μl 60%-os tri-
klór-ecetsavhoz adtunk, ezt követően jégen 30 percig in-
kubáltuk. A következő centrifugálást 4000 fordulat/perc 
sebességgel hajtottuk végre 10 percig, és az üledéket 1%-
os triklór-ecetsavban és 4 μl 400  mmol/l dezferrioxa-
minban szuszpendáltuk. A mintákhoz 40 μl 500 mmol/l 
butilezett hidroxitoluolt adtunk, hogy elkerüljük a szabad 
gyökök képződését a hidrolízis során. A következő lépés-
ben a fehérjéket 120 °C-on egy éjszakán át hidrolizáltuk 
200 μl 6 N sósav hozzáadása után. A hidrolizátumot 0,2 
μm-es szűrőn (Millipore Co., Billerica, MA, USA) átszűr-
tük, és a szűrletből 20 μl-t injektáltunk a Shimadzu Class 
LC-10 ADVP HPLC-rendszer (Shimadzu USA Manufac-
turing Inc., Canby, OR, USA) HPLC-oszlopára. Az injektá-
láshoz Rheodyne kézi injektort használtunk.

Nem volt szükség származékképzésre vagy jelölésre, 
mivel a para‑, meta- és orto-Tyr mennyiségét autofluo-
reszcenciájuk mérésével határoztuk meg. Az általunk 
használt Shimadzu Class 10 HPLC rendszer RF-10 AXL 
fluoreszcens detektorral volt felszerelve (Shimadzu USA 
Manufacturing Inc., Canby, OR, USA). Mozgófázisként 
1%-os nátrium-acetátot és 1%-os vízben oldott ecetsavat 
használtunk. Az elválasztásokat LiChro-CHART 250-4 
oszlopon (Merck KGaA, Darmstadt 64271, Németország) 
végeztük izokratikus futtatással. A para‑, meta- és orto-
Tyr-t 275 nm-es gerjesztési hullámhosszon és 305 nm-es 
emissziós hullámhosszon mértük. Az aminosavak pontos 
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koncentrációját a görbe alatti terület (AUC) és a külső 
standard kalibráció alapján határoztuk meg.

Statisztikai elemzések

A változók eloszlását Shapiro–Wilk-teszttel ellenőriz-
tük. A normál eloszlású változók közötti különbséget 

varianciaanalízissel (ANOVA) vizsgáltuk. A nem nor-
mál eloszlású változók esetében a Kruskal–Wallis-tesz-
tet és a Mann–Whitney U-tesztet alkalmaztuk. Az adatok 
trendjeinek tesztelésére a Mann–Kendall-trendtesztet 
használtuk. A 0,05-nél kisebb p-értéket statisztikailag szig-
nifikánsnak tekintettük. Az adatok elemzése a Paleonto-
logical Statistics (PAST) szoftver 3.21-es verziójával történt.

meta-Tyr vagy orto-Tyr / össz Tyr (%)
meta-Tyr  vs. para-Tyr: p<0,05
orto-Tyr  vs. para-Tyr: p<0,05

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

■  para-Tyr

99,266%
99,723%
98,221%
94,304%
99,151%

■  meta-Tyr

0,443%
0,189%
0,935%
2,194%
0,382%

■  orto-Tyr

0,291%
0,087%
0,844%
3,502%
0,382%

2. ábra. Tyr-izomerek aránya HEK-sejtekben kontroll táptalajon (n=5/csoport)
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3. ábra. A különböző tirozinizomerek mennyisége a sejtekben a különböző Tyr-izomert 
tartalmazó tápközegen, különböző inkubációs idők után (n=6/csoport)
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EREDMÉNYEK

A Tyr-felvétel vizsgálata

A kontrollcsoportban a HEK-sejtek elenyésző százalékban 
tartalmaztak meta- és orto-Tyr-izomereket a fiziológiás 
para-Tyr-izomerhez képest (2. ábra). A három Tyr-izo-
mert egyenlő mennyiségben tartalmazó tápközegben már 
20 percnél rövidebb inkubáció után kiegyenlítődés indult 
meg a HEK-sejtekben, bár az orto-Tyr szignifikánsan ala-
csonyabb maradt, mint a para-Tyr és a meta-Tyr mennyi-
sége 60 perc inkubáció után (3. ábra).

A para-Tyr-kezelés

A kontrollhoz képest az inzulin koncentrációfüggő mó-
don növelte a pAkt intenzitását (4. ábra). A kontrollhoz 
képest az inzulin 6 nM-os koncentrációja szignifikánsan 
megnövelte a pAkt mennyiségét (4. ábra). A 25 nM-os in-
zulin a pAkt-jelölés intenzitását is növelte a kontrollhoz 
képest (4. ábra). A pAkt mennyisége még 100 nM-os in-
zulinkoncentrációnál is nagyobb volt, mint a kontrollé (4. 
ábra). A 400 nM-os inzulinkoncentráció magasabb pAkt-
szintet eredményezett a J774A.1 makrofágokban a kont-
rollhoz képest (4. ábra).
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4. ábra. Az inzulinkezelés hatása a pAkt-szintre para-tirozinban (para-Tyr) tenyésztett J774A.1 makrofágokban;  
a pAkt immunfluoreszcens festése és a mért festődési intenzitási értékei J774A.1 makrofágokban (n=60/csoport)
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A pAkt mennyisége magasabb volt 25 nM inzulinkeze-
lés mellett, mint a 6 nM-os és a 100 nM-os dózis eseté-
ben (4. ábra).

A 400  nM-os inzulindózis nagyobb növekedést ered-
ményezett a pAkt-jelölési intenzitásban, mint a 6 nM-os 
és a 100 nM-os koncentráció (4. ábra).

A magas glükóztartalmú (para25-Tyr) kezelés

A para25-Tyr csoportban az inzulin minden koncent-
rációban növelte a pAkt mennyiségét a J774A.1 mak-
rofágokban, azonban ez a pAkt-növekedés nem volt 

koncentrációfüggő (5. ábra). A kontrollhoz képest az in-
zulin 6 nM-os koncentrációja szignifikánsan megnövelte 
a pAkt mennyiségét (5. ábra). A 25 nM-os inzulin a pAkt-
jelölés intenzitását is növelte a kontrollhoz képest (5. 
ábra). A pAkt mennyisége még 100  nM-os inzulinkon-
centrációnál is nagyobb volt, mint a kontrollé (5. ábra). 
A 400  nM-os inzulinkoncentráció is magasabb pAkt-
szintet eredményezett a makrofágokban a kontrollhoz 
képest (5. ábra).

Nem volt azonban szignifikáns különbség a 6  nM-os, 
25  nM-os, 100  nM-os és 400  nM-os inzulinkoncentrá-
ciók hatása között magas glükózkezelés esetén (5. ábra).
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5. ábra. Az inzulinkezelés hatása a pAkt-szintekre para-tirozinban tenyésztett J774A.1 makrofágokban 
25 mmol/l glükózt tartalmazó tápközegben (para25-Tyr csoport); a pAkt immunfluoreszcens 

festése és a mért festődési intenzitási értékei J774A.1 makrofágokban (n=60/csoport)

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


240240240240
Csurgyók Roland

Eredeti közlemény� Diabetologia Hungarica | XXXII. évfolyam 3. szám

A meta-Tyr-kezelés

Az inzulin nem növelte, hanem váratlanul csökkentette 
a pAkt mennyiségét a kontrollhoz képest (6. ábra). Az in-
zulin 6, 25 és 400 nM-os koncentrációban csökkentette 
a pAkt-jelölés intenzitását a kontrollhoz képest (6. ábra).

A 6, 25 és 400 nM-os koncentrációjú inzulin mellett 
a pAkt mennyisége alacsonyabb volt a 100 nM-os inzulin-
kezeléshez képest (6. ábra).

Az orto-Tyr-kezelés

Az inzulin hatására a pAkt növekedése helyett an-
nak tendenciaszerű csökkenését figyeltünk meg 

(Mann–Kendall-trendteszt, p<0,05). Ez a csökkenés szig-
nifikáns volt a kontrollhoz képest 400 nM-os inzulinkon-
centráció mellett (7. ábra).

A 100 és 400  nM-os inzulin csökkentette a pAkt-ot 
a 6 nM-os inzulinkoncentrációhoz képest (7. ábra).

Az inzulinnal nem kezelt kontrollok 
összehasonlítása

Az inzulinnal nem kezelt kontrollokban a para25‑, meta- 
és orto-Tyr csoport magasabb pAkt-szintet mutatott, 
mint a para-Tyr csoport (8. ábra).
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6. ábra. Az inzulinkezelés hatása a pAkt-szintre meta-tirozinban (meta-Tyr) tenyésztett J774A.1 makrofágokban; 
a pAkt immunfluoreszcens festése és a mért festődési intenzitási értékei J774A.1 makrofágokban (n=60/csoport)
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Az inzulinkezelés hatása az argináz-1/iNOS 
arányra különböző médiumokban inkubált 
J774A.1 makrofágokban

A para25‑, meta- és orto-Tyr-kezelés csökkenti az argi-
náz-1/iNOS arányt a para-kontrollcsoporthoz képest (9. 
ábra). A para-tirozin-kezelés esetén az inzulin csökken-
tette az argináz-1/iNOS arányt a kontrollcsoporthoz ké-
pest, míg a magas glükóz és az orto-Tyr-kezelés esetén 
az inzulin elvesztette hatását (9. ábra). A meta-tirozin-ke-
zelés megfordította az inzulin hatását, így itt az inzulin 
növelte az argináz-1/iNOS arányt (9. ábra).

MEGBESZÉLÉS

Vizsgálataink során kimutattuk, hogy a tenyésztett sejtek 
a fiziológiás para-Tyr-hez hasonló mennyiségben képesek 
a meta- és orto-Tyr-izomerek felvételére. A kóros tirozin-
izomerek a magas glükózhoz (para25-Tyr) hasonlóan nö-
velték a pAkt-szintet és csökkentették az argináz-1/iNOS 
arányt a nem inzulinkezelt makrofágsejtekben, inzulin-
kezelés esetén viszont megszüntették vagy megfordítot-
ták az inzulin pAkt-ot növelő és az argináz-1/iNOS arányt 
csökkentő hatását makrofágokban. Mivel az M1 típu-
sú makrofágok egy nitrogén-monoxid-szintáz enzimet 

7. ábra. Az inzulinkezelés hatása a pAkt-szintekre orto-tirozint (orto-Tyr) tartalmazó 
tápközegben tenyésztett J774A.1 makrofágokban; a pAkt immunfluoreszcens festése és 

a mért festődési intenzitási értékei J774A.1 makrofágokban (n=60/csoport)
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expresszálnak, amely az arginint nitrogén-monoxid-
dá (NO) és citrullinná metabolizálja, míg az M2 típusú 
makrofágokra az arginin argináz-1 általi metabolizmu-
sa jellemző,6 ezért az argináz-1/iNOS arány jó indikátora 
a makrofágok polarizációs irányának. Ebből arra követ-
keztethetünk, hogy az inzulin lipopoliszacharid jelenlété-
ben (l. metodika) a makrofágok M1 irányú polarizációját 
segíti elő, amit a nem fiziológiás tirozinok képesek meg-
szüntetni, sőt megfordítani.

A HEK-sejtek Tyr-felvételét vizsgáló eredményeink azt 
mutatják, hogy a sejtek felvették a nem fiziológiás Tyr-
izomereket, és a három izomer mennyisége kiegyenlítő-
dött a sejtekben. Huang és munkatársai azt találták, hogy 

a 3,4-dihidroxi-fenilalanin és a dopakinon tartósan be-
épül a fehérjék foszforilációs helyeire.30 A fentiekből 
az következik, hogy a hidroxil szabad gyökök által mó-
dosított tirozinok beépülnek a fehérjékbe és peptidekbe, 
ezáltal megváltoztathatják a fehérjék szerkezetét és funk-
cióját.30,31

A hiperglikémiának oxidatív stresszt indukáló hatása 
is van, ami szerepet játszhat a cukorbetegség inzulinre-
zisztenciájának és szövődményeinek kialakulásában.10,18,29 
Az oxidatív stressz hatására megnő a hidroxil szabad gyö-
kök mennyisége, ami a Phe-ből nem enzimatikus módon 
keletkező meta- és orto-Tyr-termékek mennyiségének 
növekedéséhez vezet.10
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Néhány tanulmányban kimutatták, hogy az oxidatív 
stressz csökkenti a pAkt foszforilációját például az uterus- 
és a mezangiális sejtekben,32,33 míg más tanulmányok azt 
mutatták, hogy az oxidatív stressz növeli a pAkt-ot az al-
veoláris és a humán THP1-makrofágokban.34,35,36 Tudo-
másunk szerint azonban tanulmányunk az első, amely 
bizonyítja, hogy az oxidatív stressz hatására megemelke-
dett mennyiségben létrejövő meta- és orto-Tyr az inzulin-
hatástól függetlenül növeli a pAkt-ot a makrofágokban. 
Vizsgálataink azt mutatják, hogy a nem fiziológiás tiro-
zinizomerek önmagukban növelik a pAkt mennyiségét 
és képesek megfordítani az inzulin pAkt-növelő hatását 
a makrofágokban.

Munkánkban a nem fiziológiás tirozinok által kiváltott 
inzulinrezisztencia hatását vizsgáltuk a makrofágok pola-
rizációjára. Számos tanulmány foglalkozott a makrofágpo-
larizáció szerepével a gyulladás és az inzulinrezisztencia 
kialakulásában, de kevesebb figyelmet fordítottak az inzu-
linrezisztencia makrofágokra gyakorolt hatására. Megfi-
gyelték, hogy a cukorbetegek fogékonyabbak a különféle 
fertőzésekre, mint például az alsó légúti fertőzésekre, a tü-
dőtuberkulózisra és tüdőgyulladásra, húgyúti fertőzések-
re, valamint a bőr- és lágyrészfertőzésekre.20

Panda és munkatársai a makrofágok effektor funkcióit 
vizsgálták nem kontrollált DM-es betegekben, akiknél 
tuberkulózisfertőzést állapítottak meg. Munkájuk során 
a következő csoportokat hozták létre: egészséges kont-
rollcsoport, nem kontrollált DM-csoport, nem DM-es, 
tuberkulózisfertőzéssel diagnosztizált (TB) csoport, il-
letve TB+DM csoport. Vizsgálatuk során többek között 

a makrofágok csökkent fagocitáló kapacitását, csökkent 
NO-szintet (ami csökkent iNOS-aktivációt jelez) és meg-
növekedett CD206-szintet (M2-makrofág-marker) talál-
tak a makrofágokban diabéteszes körülmények között.37

Ieronymaki és munkatársai az inzulinrezisztencia ha-
tását vizsgálták a makrofágok polarizációjára, sejttenyé-
szetben és in vivo, diéta által kiváltott glükózintolerancia 
egérmodelljében. Eredményeik azt mutatták, hogy az in-
zulinrezisztens makrofágok M2-szerű fenotípussal ren-
delkeznek, és az inzulinrezisztens makrofágokat hordozó 
egerek csökkent szepszis indukálta tüdőkárosodást mu-
tattak a polimikrobiális szepszis modelljében.38

Vizsgálatunkban fiziológiás para-Tyr jelenlétében 
a várakozásoknak megfelelően az inzulin növelte a pAkt 
mennyiségét és csökkentette az argináz-1/iNOS arányt, 
ami M1-polarizációra utal. A nem fiziológiás meta- és 
orto-Tyr növelte a bazális pAkt-szintet és csökkentet-
te az argináz-1/iNOS arányt inzulinkezelés nélküli mak-
rofágokban, hasonlóan a magas glükózos kezeléshez. 
A meta- és orto-Tyr megfordította az inzulin pAkt-ot nö-
velő hatását. A magas glükóz és az orto-Tyr megszüntet-
te az inzulin argináz-1/iNOS arányra gyakorolt csökkentő 
hatását. Ráadásul a meta-Tyr esetében az inzulin hatása 
megfordult, és növelte az argináz-1/iNOS arányt.

A pAkt és az argináz-1/iNOS arány mérési eredményei 
szignifikáns koherenciát mutatnak, ami arra utal, hogy 
a nem fiziológiás tirozinizomerek növelik a pAkt-szin-
tet és megfordítják az inzulin pAkt-ra gyakorolt hatását 
a makrofágokban, ami befolyásolja a makrofágok M1/M2 
polarizációját.
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