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1. Bevezetés

A cukorbetegség napjaink egyik népbetegsége. Vilagszerte mintegy 537 milli6 embert érint

jelenleg, tehat hozzavetdleg tizbol egy embert. [1].

A 2-es tipusu diabétesz patogenezise Osszetett [2,3], egyik legfobb jellemzdje a periférias,
kronikus inzulin-rezisztencia, ahol csokken a zsirszovet glikkozfelvétele [4]. Az inzulin-
rezisztencia kivalto oka az oxidativ stressz, amit szisztémas szubklinikus gyulladas és hormon

interakciok valtanak ki a NAD(P)H oxidaz enzim aktivacidjaval [5].

Az aromas gylrlije miatt a reaktiv oxigén-szarmazékok hatdsanak kiillondsen kitett
fenilalaninb6l ~ enzimatikus Wton, nagy mennyiségben para-tirozin alakul ki. Hidroxil
szabadgyOk hatasara para-tirozin mellett meta- és orto-izoformak kialakulasat is latjuk.
Munkacsoportunk kimutatta, hogy a nem fiziologias tirozin izomerek (m- és o-Tyr) a hidroxil

szabadgyok markerei lehetnek 2-es tipust diabéteszes betegekben [6].

Azokban a betegségekben, amik az hidroxil szabadgyok hatdsaval osszefiiggésbe hozhatok,
kimutathatban magasabb a plazma ¢és vizelet m-Tyr és o-Tyr koncentracidja. A kronikus
vesebetegséggel ¢€l0 betegekben a p-Tyr szintje csokkent, mig az o0-Tyr exkrécidja

megnovekedett [7].

Dializalt betegekben a p-Tyr szintje csokkent, az o-Tyr és o-Tyr/p-Tyr arany szignifikansan
magasabb volt. Az o-Tyr/p-Tyr arany az eritropoetin-rezisztencia fiiggetlen prediktoranak
bizonyult, vagyis lehetséges, hogy az o-Tyr/p-Tyr arany felboruldsa lehet felelés az

eritropoesis-stimulalé agensekkel szembeni rezisztenciaért dializalt betegekben [8].



Az 0-Tyr vizelet-exkrécidja mar rezveratrol rovid idejii alkalmazasaval is csokkenthetd 2-es
tipusu cukorbetegekben. Ezzel egyidoben javul a protein kindz B (Akt) foszforilacidja, az

inzulin-érzékenység megnd, ami az inzulin-rezisztencia marker (HOMA-IR) értéke mutat [9].

Munkank sordan a modosult Phe szarmazékok fehérjékbe torténd beépiilését, a
gliikozfelvételre és az inzulin-jelatvitelre, nevezetesen az inzulin-receptor-szubsztrat-1 (IRS-

1) és az Akt foszforilacidjara gyakorolt hatasat vizsgaltuk.

Tudjuk, hogy inzulin-rezisztens betegekben mas hormon-rezisztenciak is eléfordulhatnak (pl.:
leptin, eritropoetin, acetilkolin, trijod-tironin és gliikagonszerii peptid-1) [10]. Altalanosan
elfogadott tény az is, hogy az inzulin-rezisztencia f6 oka a hibas jelatvitel. Ez alapjan
feltételezhetjiik, hogy a hasonl6 jelatviteli utvonallal miikodé méas hormonoknal ugyanugy

el6fordulhat meghibasodas posztreceptorialis szinten.

A metformint prediabéteszben és 2-es tipusu cukorbetegek inzulin-rezisztenciajanak
kezelésére hasznaljak, csokkenti a plazma gliikdz és triglicerid szintjét, igy a gliikotoxicitas ¢és
lipotoxicitas csokkenéséhez vezet. A gyorsan csOkkend gliikotoxicitds fontos hatdssal van a
sejtek anyagcseréjére. Ez a folyamat allhat az ,,attorés jelenség” hatterében, ami mar egy jol

ismert fogalom az inzulin-rezisztenciaval kapcsolatban [11].

Ha a metformin képes érzékennyé tenni a szervezetet az inzulinra, feltételezhetjiik,
hogy hasonlo érzékenyitd hatasa lehet a trijod-tironin rezisztenciara is 2-es tipust
cukorbetegekben. Célunk a metformin T3-rezisztenciara gyakorolt hatasanak vizsgalata volt
eutiredta, metforminnal még nem kezelt, frissen diagnosztizalt 2-es tipusu diabéteszes
betegeken, mérve az inzulin-rezisztenciat, a pajzsmirigyhormonokat, gliikkoz- ¢és lipid

metabolizmust, TSH-szintet, vérnyomast és pulzusszamot.



2. Célkituzések

1. Eutireota, 2-es tipusu diabéteszes betegekben kivantuk vizsgalni a metformin hatasat a

pajzsmirigyhormon-rezisztenciara

2. Az 0- és m-Tyr szerepét kivantuk vizsgalni az inzulin-rezisztenciaban.



3. Modszerek

3./1./1. T3-rezisztencia vizsgdlatanak klinikai protokollja

Els6 vizsgalatunkba 21 olyan eutireota, 40 és 75 év kozotti frissen diagnosztizalt 2-es
tipusu cukorbeteget vontunk be, akik gyogyszeres kezelést még nem kaptak. Kizartuk azokat
a betegeket, akik a vizsgadlatot megel6zéen kaptak metformin kezelést, vagy mas
antidiabetikus szert és azokat, akiknek ismert pajzsmirigybetegsége van, vagy levotiroxinnal
kezeltek. A betegek a vizsgalatot megel6zden részletes tajékoztatast kaptak és beleegyez6

nyilatkozatot t6ltottek ki.

A betegektol vért vettiink a metforminkezelés megkezdése eldtt, valamint 4 hét
kezelést kovetden. A 4 hét alatt folyamatosan noveltiikk a metformin dézist (az elsé 2 héten
500 mg, és a 4. hétig 1000 mg). Az aldbbi paramétereket mértiik és szdmoltuk: TSH, T3, T4,
T3/T4 arany, thyrotroph thyroid hormone sensitivity index (TTSI = 100 x TSH (mU/L) x fT4
(pmol/L) / az fT4 koncentraci6 referencia intervallumédnak proba-specifikus felsd hatara
(pmol/L)), thyroid feedback quantile-based index (TFQI = az fT4 hormon koncentracid
populacios tapasztalati halmozott eloszlasi fiiggvénye), fruktézamin, triglicerid, HOMA-IR (=
¢homi plazma gliikkoz (mmol/L) x éhomi plazma inzulin (pmol/L/22,5)), plazma gliikoz és

plazma inzulin.

TTSI: A hormonok hatdsdnak mérésével (pl. a pajzsmirigyhormon-érzékenység)
sokkal realisztikusabb képet kapunk a pajzsmirigy allapotardl, mint a szérum
hormonszintjének monitorozasaval. Ez az index lényegében a tiroxin rezisztencidt méri.

Emelkedik azokban az esetekben, ahol a pajzsmirigyhormon-rezisztencia a THRB gén
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TFQIL: TFQI egy ujonnan bevezetett kompozit index, ami tiikr6zi a hipofizis
pajzsmirigyhormonra adott valaszat, tehat a pajzsmirigyhormon-¢érzékenységet [13]. Tobb
tanulmanyban igazoltak a kapcsolatot a TFQI és a metabolikus betegségek kozt, a TFQI és a

kardiovaszkularis rizik6 kozt, valamint a TFQI €s a magas vérnyomas kozt is [14].

A vizsgalat rovid, 4-hetes hossza miatt a HbA;c mérése helyett, amely az elmult 3
honap glikémias indexét mutatja, a fruktozamint valasztottuk, amely egy glikalt fehérje és a
vércukor szintet 2-3 hétre visszamendleg mutatja. A szérum mintakat a PTE laboratoriumi
medicina intézetében rutin laboratériumi tesztekkel analizéltuk, teljesen automatizalt
miiszerekkel (Roche). Vérnyomast ¢€s pulzusszamot ambuldns vérnyomdas monitorral
(ABPM04, ABPM Art Ltd.) mértiink. A statisztikai analizisben a kovetkezd vérnyomas és
pulzusszam paramétereket hasznaltuk: 4tlag szisztolés vérnyomas, 4atlag diasztolés
vérnyomas, artérids kozépnyomds, atlag pulzusnyomds, valamint a pulzusszdm atlag,

maximum, minimum ¢és standard deviacio.

3./1./12. A T3-rezisztencia in vitro vizsgdlata

In vitro kisérletet végeztiink, hogy megvizsgaljuk a T3-rezisztencia lehetséges
mechanizmusait. Erre a célra human embrionalis vese (HEK293) sejtvonalat hasznaltunk. A
sejteket 5 mM gliikozt tartalmazo Dulbecco’s modified Eagle’s mediumon (DMEM) tartottuk,
amit 10% szérummal (FBS), 100 U/ml penicillinnel és 0,1 mg/ml sztreptomicinnel, 2 pg/ml
Fluconazollal egészitettiink ki. A sejteket paras inkubatorban 37 °C-on, 5% CO, -on
novesztettiik. Késébb a médiumot a sejtek egy részén 5 mM vagy 25 mM gliikozt tartalmazo
médiumra cseréltiik és tovabbi 5 napig inkubaltuk dket. Egy éjszakan at tartd széruméhezést
kovetden az 5 mM-on tenyésztett sejteket és az egyik csoport 25 mM gliikkozt tartalmazo
médiumon novesztett sejtet is T3-mal kezeltiik (0; 0,1; 0,3; 1 nM). A sejtek harmadik, 25 mM

gliikozon tenyésztett csoportjat T3 (0; 0,1; 0,3; 1 nM) mellett 10 mM metforminnal is



kezeltiikk. A kezelések minden esetben 20 percig tartottak, ezutan a sejteket 4 °C-os PBS-sel
kétszer lemostuk, majd radio-immunoprecipitation assay (RIPA) lizis pufferben

mechanikusan felkapartuk és -80 °C-on fagyasztottuk.

Western blot analizist végeztiink p-Akt és 0ssz Akt jeloléssel. A sejtek fehérjetartalmat
Bradford modszerrel mértiik, bovine serum albumin (BSA) szolgalt standardként. A 80-120
ng fehérjét tartalmazo mintakat toltépufferrel (100 mm/1 Tris-HCI, 4% sodium dodecil sulfate
(SDS), 20% glicerol, 200 mmol/l DTT ¢és 0,2% bromfenolkék) kevertiik és 10 %-0s
poliakrilamid gélen elektroforetikusan bontottuk, majd egy 38 mmol/I glicint, 45 mmol/l Tris
bazist és 20% metanolt tartalmazo pufferben polivinilidén-fluorid (PVDF) membranra
transzferaltuk (90 perc, 250 mA). A membranokat 0,1% TBS-T-ben mostuk, 5% BSA-t
tartalmazé oldatban blokkoltuk, majd az anti-foszfo-(Ser473)-Akt primer antitesttel (1:1000)
¢jszakan at 4°C-on inkubaltuk. Mosast kovetden peroxidaz-konjugalt masodlagos antitesttel
(1:2000) jeloltik, majd wjabb mosasi lépések utdn megndvelt kemilumineszcencidval
felerdsitettiik a jelet és rontgenfilmen hivtuk eld. Ezutan ujraprobaltuk a membrant Ossz
PKB/Akt antitesttel. A denzitometrids analizishez a Scion Image programot hasznaltuk. Az

eredményeket az 6ssz Akt eredményével korrigaltuk és a kontrolhoz hasonlitottuk.

5./1.13. Statisztikai analizis

A statisztikai analizis elkészitéséhez az SPSS 24.0 szoftvert (IBM) hasznaltuk.
Kolmogorov-Smirnov tesztet alkalmaztunk a normalitas vizsgalatara, ahol normalis eloszlast
talaltunk, atlag + standard deviaciot adtunk meg és paros t-probat hasznaltunk, nem-normal
eloszlas esetén a Mann-Whitney U-tesztet hasznaltuk. Az eredményeket 0,05 alatti p érték

esetén értékeltiik statisztikailag szignifikansnak.



5./2./1. Podocita sejtkultiira

Immortalizalt human podocita sejtvonalat (Moin Saleem, Bristoli Egyetem, UK)
RPMI1640 médiumon tenyésztettik, amit 10% FBS-sel, inzulin-transzferrin-szelén
szupplementummal, 100 U/ml penicillinnel, 0,1 mg/ml sztreptomicinnel és a médium eredeti
p-Tyr tartalmaval megegyez6 mennyiségii para-, meta-vagy orto-tirozinnal egészitettiik ki. A
sejteket 33 °C-on, 5% CO, mellett tenyésztettiik, majd mikor elérték a 40-60%-0s telitettséget,
athelyeztiik a flaskdkat a 37 °C-os inkubatorba differencidlodni. A médium ezutédn 2% FBS-t
tartalmazott, valamint az antibiotikumokat és a kiilonb6z0 tirozinokat. Minden kezelés el6tt

széruméheztettiik a sejteket.

5./12./2. Nagyteljesitményii folyadékkromatogrdfias (HPLC)-analizis

A modszerek korabbi publikacidinkon alapulnak, kisebb valtoztatasokkal [7].
A fehérjéhez kotott tirozin koncentracid méréséhez 200 pl desztillalt vizben lizaltuk a
sejteket, majd -70 °C-on lefagyasztottuk. A kiolvasztast kovetden a mintakat lecentrifugaltuk
(10 perc, 4000 rpm). A feliiluszobol 200 pl-t kevertiink o6ssze 200 pl 60%-0s
triklorecetsavval, 30 percig jégen inkubaltuk, Gjra lecentrifugéltuk (10 perc, 4000 rpm), az
iledéket 1%-os triklorecetsavban és 4 ul 400 mmol/l deszferoxaminban felszuszpendaltuk.
elkertiljiik a lehetséges szabad gyok képzddést a hidrolizis sordn. 200 pl 6N hidroklérsavat
adtunk a mintdkhoz, hogy 120 °C-on egy éjszakan at hidrolizdljuk a fehérjéket. A
hidrolizatumot 0,2 pm-es sziirén atsztrtikk és 20 ul filtratumot injektaltunk a HPLC-oszlopra

manualis injektorral.

A mintak p-, 0- és m-Tyr mennyiségét autofluoreszcenciaval detektaltuk, igy nem volt
szlikség derivatizalasra vagy festésre. A mintdkat Shimadzu Class 10 HPLC rendszerrel

mértiik, RF-10 AXL fluoreszcens detektorral. A mozgod fazis 1% natrium-acetatbol és 1%



ecetsavbol allt, vizben elkeverve. Az elvalasztashoz LiChroCHART 250-4 oszlopot
hasznaltunk izokratikus futtatassal. 275 nm excitacios- és 305 nm emissziés hulldmhosszt
alkalmaztunk a p-, 0- és m-Tyr méréshez, a fenilalanin méréséhez pedig 258 nm excitacios- és
288 nm emisszios hullamhosszt. A gorbe alatti teriilet (AUC) meghatdrozasahoz kiilsd
standarddal végeztiink kalibraciot, hogy pontosan meg tudjuk hatarozni az aminosavak

mennyiségét.

5./12.13. Western blot analizis

A sejteket 400 nM inzulinnal kezeltiikk, majd hideg, fizioldgias sooldattal kétszer
lemostuk és lizis pufferben (1 mol/l trisbase, 1,15% Triton-X, 0,2 mol/l EGTA, 0,5 mol/Il
EDTA, 5 mg/l phenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF), 0,1 mol/l dithiothreitol (DTT), 0,1 mol/I
NazVO4, 5mg/ml aprotinin, 5mg/ml leupeptin és foszfataz inhibitor koktél 1 és 2)
mechanikusan felkapartuk. A mintakat vortexeltiik és a fehérjetartalmat megmértik,
standardnak BSA-t hasznaltunk. A mintakat toltépufferrel (100 mm/1 Tris-HCI, 4% sodium
dodecil sulfate (SDS), 20% glicerol, 200 mmol/l DTT és 0,2% bromfenolkék) kevertiik és a
80-120 pg fehérjét tartalmazod mintadkat 7,5 %-os poliakrilamid gélen elektroforetikusan
bontottuk ¢és PVDF membranra transzferaltuk. A membranokat Ponceau-festékkel
megfestettiik, hogy megbizonyosodjunk a sikeres transzferrél. A nem-specifikus kotOhelyeket

5% BSA oldattal blokkoltuk egy 6ran at szobahdn.

A membranokat éjszakan at inkubaltuk 4 °C-on az els6dleges antitesttel, anti-foszfo-
(Tyr612)-IRS-1 (1:2000). Masnap haromszori TBS-T-oldatos mosast kovetéen HRP-
konjugalt IgG masodlagos antitesttel (1:4000) inkubéltuk szobahdn egy oran at. Ezt kdvetden
ismét harom TBS-T-oldatos mosas kovetkezett. Az 11 jeloléshez a membranokat el6szor TBS-
T oldatban lemostuk, majd az alabbi stripping puffert alkalmaztuk: 0,1% SDS, 1,5% glicin és

1% Tween-20 (az oldat pH-jat 2,2-re allitottuk be), ebben a pufferben kétszer 10 percig



mostuk a membrant, majd PBS-ben kétszer 5 percig és 0,1% TBS-T oldatban kétszer 5 percig.
A membranok blokkolasat ismét a fent leirt mddon végeztilk, majd IRS-1 elsddleges
antitesttel (1:1000) inkubaltuk, haromszor 5 percig TBS-T oldatban mostuk, majd masodlagos

antitesttel (1:2000) inkubaltuk és ismét mostuk.

Mindkét jelolés utan megnovelt kemilumineszcencidval felerdsitettiik a jelet és
rontgenfilmen hivtuk elé az eredményeket. A denzitometralast Scion image programmal
végeztik, a fehérjejeleket 0Ossz IRS-1-fehérjeszintre korrigaltuk ¢és a kontrollal

Osszehasonlitottuk.

5./2./4. Immunfluoreszcencia

A podocitakat 6-lyuka lemezekbe helyezett fedélemezekre dltettik ki, A
fedélemezeket ezt megeldzden atmostuk alkohollal, majd hagytuk UV alatt megszaradni. A
sejteket 10% FBS-sel kiegészitett RPMI1640 médiumon novesztettiik 60%-os lefedettségig,
majd a médiumot lecseréltiik egy 2% FBS-t tartalmazé RPMI1640 médiumra, amihez mar a
kiilonb6z6 tirozin izoformékat is hozzdadtuk a médiumban talalhato tirozin koncentracidval
megegyez0 mennyiségben. A sejteket ezutan egy 37 °C-ra melegitett inkubatorba helyeztiik
differencialodni.

A Kkisérlet el6btti éjszaka széruméheztettiik a sejteket, majd 400 nmol/l inzulinnal 10
percig inkubaltuk. A médium eltavolitasa utan a fedélemezeket kétszer lemostuk PBS-ben,
majd a podocitdkat szobahdn egy 2% paraformaldehidet és 4% szachar6zt tartalmazé oldatban
8 percen at fixaltuk. A kovetkez6 1épésben 1xPBS-ben elkevert 0,3% Triton-X-100-oldatban
20 percen at permeabilizaltuk, végiil 45 percig 2,5% BSA-oldatban blokkoltuk [15].

Az elsédleges antitestet 1xPBS-ben oldottuk és egy 6ran at nedves koriilmények kozt

inkubaltuk. Az alabbi antitesteket hasznaltuk: egér anti-WT1 (H-1), csirke anti-vimentin, nyul
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anti-GLUT4, egér anti-IRS-1 és nyul anti-pIRS-1. Az antitestes inkubalas utan a
fedélemezeket haromszor 5 percig mostuk PBS-ben és a sejteket fluorofor-konjugélt
masodlagos antitestekkel jeloltiik 60 percig. A mintdkat ismét haromszor 5 percig mostuk
PBS-ben, majd Vectashield feddoldattal lefedtiik. A mikroszkopos képeket Nikon Eclipse Ti2

mikroszkoppal készitettiik.

5./2./5. Statisztikai analizis
A statisztikai analizist SPSS 27 szoftverrel végeztiik. Az adatsort el6sz6r Kolmogorov-
Smirnov teszttel vizsgaltuk normalitasra. A normal eloszlasii adatok esetén parametrikus

teszteket, a nem normal eloszlasu adatok esetén nem parametrikus teszteket alkalmaztunk.

11



4. Eredmények

4./1./11. A metformin csokkenti a T3-szintet, a T3/T4 ardnyt, a fruktézamin és a

HOMA-IR szintet

A 4 hetes metformin kezelés utan a T3-szint, T3/T4 arany, fruktézamin ¢s HOMA-IR-
szint valtozasat vizsgaltuk. A metformin terdpia megkezdése utani 4. héten szignifikans
csokkenést lattunk a T3 szintjében [kezelés el6tt: 5,24+0,7 pmol/l; metformin kezelés

hatasara: 4,71+0,6 pmol/l; p<0,001].

A T3/T4 arény szintén csokkent. [kezelés eldtt: 0,33+0,065; metformin kezelés

hatasara: 0,3+0,065; p=0,038].

A vizsgalati id6 rovidsége miatt HbA;c-mérése helyett a fruktozamin mellett
dontottiink, aminek az értéke szintén alacsonyabb volt a 4 hetes metformin kezelés utdn

[kezelés el6tt: 300+74,7 mmol/l; metformin kezelés hatasara: 274,6+52,8 mmol/l; P=0,008]

Az inzulin-rezisztenciat jellemz6 HOMA-IR-szint szintén csokkenést mutatott.

[kezelés el6tt: 2,6+1,2; metformin kezelés hatasara: 2,05+1,0; p=0,022].

4./11.72. Viltozatlan paraméterek

A TSH, T4, TTSI, TFQI, triglicerid, plazma gliikéz, plazma inzulin és a vérnyomas

valamint pulzusszam értékek nem valtoztak.

4./1./13. Akt-foszforilacio HEK sejtekben

In vitro kisérletiinket HEK293 sejteken végeztiik. Western blot modszerrel kimutattuk,
hogy a T3-kezelés (0,1; 0,3 és 1 nM) Akt-foszforilaciot indukalt azokban a HEK293
sejtekben, amelyeket 5 mM glikkozt tartalmazé médiumon ndvesztettiink (kontroll:
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100+18,12; 0,1 nM T3 kezeléssel: 227,27+21,2 p=0,013; 0,3 nM T3 kezeléssel: 158,74+25,97
p=0,045; 1 nM T3 kezeléssel: 173,88+24,92 p=0,038). Ellenben nem latunk emelkedést T3
hatdsara a pAkt/Akt ardnyban, ha a sejteket 25 mM glikozt tartalmazé6 médiumon
novesztettiik (kontroll: 100+8,77; 0,1 nM T3 kezeléssel: 114,97+17,84, p=0,421; 0,3 nM T3
kezeléssel: 102,74+9,87, p=0,813; 1 nM T3 kezeléssel:105,93+9,28, p=0,732) és ezen a
metformin (10 mM) kezelés se tudott valtoztatni (kontroll: 100+3,67; 0,1 nM T3 kezeléssel
106,83+2,92, p=0,763; 0,3 nM T3 kezeléssel: 104,9+4,15, p=0,712; 1 nM T3 kezeléssel:

101,16+2,43, p=0,911).

4.12.11. Az o-Tyr és a m-Tyr is beépiil a podocita sejtek fehérjéibe

A rendellenes aminosavak megvaltoztathatjadk az inzulin jelatvitelét azzal, hogy
beépiilnek a fehérjékbe. Ehhez a sejteknek fel kell venniiikk az adott aminosavakat, ezért
lemértilk, hogy a sejtek az abnormalis aminosavakat is fel tudjak-e venni, majd

megvizsgaltuk, hogy az o- €s m-Tyr beépiil-e a sejt fehérjéibe.

Azokban a sejtekben, amiket o- vagy m-Tyr jelenlétében szaporitottunk, a p-Tyr/Phe
hanyados vagy csokkent, vagy valtozatlan maradt, mig a fehérjékhez kotott o-Tyr/p-Tyr és m-
Tyr/p-Tyr arany novekedett. Kimondhatjuk tehat, hogy a nem fiziologias aminosavak is

képesek beépiilni a podocita sejtek fehérjéibe.

4.12.12. Az IRS-1 és az AKT foszforilacidja m- és o-Tyr-t tartalmazo médiumon

novesztett podocita sejtekben

Hogy értelmezni tudjuk az o- és m-Tyr inzulin indukalt gliikkozfelvételt gatld hatésat,
az inzulin-receptor szubsztrat-1 ¢és Akt-foszforilaciojat vizsgaltuk meg, amelyek a
gliikozfelvétel fontos allomésai az inzulin-jelatvitelben. A p-Tyr-t tartalmazé médiumon

tenyésztett sejtekben inzulin hatdsara kétszeresére nétt az IRS-1 aktivald foszforilacidja a
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kontrollhoz képest [kontroll: 100+26,3; inzulinnal kezelt: 192,6+44,83, p=0,048]. Azokban a
sejtekben, amiket m- vagy o-Tyr szupplementdlt médiumon tenyésztettink az IRS-1
foszforilacio novekedése elmaradt [m-Tyr kontroll: 194,8+71,7; kezelt: 255,8+89,4, p=0,315;

o-Tyr kontroll: 251,5+118,9; kezelt: 256,2+141,2, p=0,808].

Az Akt-foszforilacio vizsgalataval hasonlé eredményeink sziilettek. A p-Tyr-
szupplementalt médiumon tenyésztve a sejtek az irodalom szerinti inzulin-valaszt mutattak
[kontroll: 100+20,3; kezelt: 182+18,12; p=0,0065] A m-Tyr és o-Tyr szupplementalt
médiumon tenyésztett sejteknél az inzulin-valasz elmaradt [m-Tyr kontroll: 155+21,97; m-
Tyr kezelt: 202+24,78, p=0,442; o-Tyr kontroll: 170,8+32,61; o-Tyr kezelt: 208,087+20,65,
p=0,256]. Erdekesség, hogy m-Tyr és o-Tyr kezeléssel az Akt-foszforilacio magasabb
alapszintet mutatott a para-tirozinos kezeléshez képest, ezt a szintet viszont az inzulin-kezelés
nem tudta novelni [p-Tyr kontroll: 100+20,3; m-Tyr kontroll:155+21,97; p=0,046; p-Tyr

kontroll: 100+20,3; o-Tyr kontroll: 170,8+32,61; p=0,048].

4./12./3. Mikroszkopos analizis

A p-Tyr-t tartalmaz6 médiumon novesztett sejtekben a foszforildlodott IRS-1 a
membranba transzlokalodik. Azokban a sejtekben, amiket o-Tyr és m-Tyr jelenlétében
novesztettiink, ezt nem lathatjuk. Az 0-Tyr és m-Tyr médiumon szaporitott sejteknél a pIRS-1

intenzitasa is alacsonyabb.

Ugyanezt a transzlokaciot figyelhetjik meg a GLUT-4 esetében is, ami az
inzulinfiiggd gliikoz-transzportért felel. Ezt a transzlokaciot is csak a p-Tyr tenyésztett
sejteknél figyelhetjiilk meg, o-Tyr és m-Tyr esetén a GLUT4 perinukleérisan helyezkedik el.
A GLUT4 transzportjaban szerepet jatsz6 vimentin filamentumok esetén is megfigyeltiink

véltozasokat. Azokban a sejtekben, amiket p-Tyr jelenlétében tenyésztettiink, a filamentumok
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vékonyak voltak, m-Tyr jelenlétében kiss¢ megvastagodtak, mig o-Tyr jelenlétében még

vastagabbak lettek.

5. Megbeszélés

5./1. Metformin hatasara csokken a T3 rezisztencia eutireota, 2-es tipusu

cukorbetegekben

Eutireota, frissen diagnosztizalt 2-es tipusu, gyogyszerrel nem kezelt diabéteszes
betegekben a metformin csokkenti a T3 szintjét és a T3/T4 aranyt. Ezen valtozasok mellett a

TSH, T4, vérnyomas ¢s pulzusszam értékek valtozatlanok maradtak.

Pajzsmirigyhormonok esetén nincs egy konkrét paraméter, aminek mérésével a T3-
rezisztenciat meghatarozhatnank, mint inzulin-rezisztencia esetén a HOMA-IR szint, de a T3
alacsonyabb szintje valtozatlan TSH, vérnyomas ¢és pulzusszam értékek mellett ugyaniagy a
rezisztencia csokkenését jelenti, mint a HOMA-IR csdkkenése az inzulin-rezisztenciaval

kapcsolatban, tehat a T3-rezisztencia csokkenését.

Korabbi tanulmanyokban mar vizsgéltdk a metformin hatasat a 2-es tipust diabéteszes
populacié pajzsmirigy funkcidjara, de a tobbi tanulmany esetén a metformin hatasat

szubklinikus pajzsmirigy alulmiikddésben vizsgaltak.

5./2. Kapcsolat a nem fiziologias Tyr-izoformak és az inzulin-rezisztencia

kialakulasa kozott

Masodik tanulmanyunkban meg kivantuk vizsgalni az orto- és meta tirozin hatasat a
podocyta sejtek inzulinvalaszdra, megvizsgaltuk az inzulin-rezisztencia egyik lehetséges

hatterét podocyta sejtvonalon. Meg kellett vizsgalnunk, hogy a sejtek valoban felveszik-e a
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koros aminosavakat, beépitik-e fehérjéikbe és azok végiil milyen hatast gyakorolnak az

inzulin jelatvitelére.

Tanulményunkat podocyta sejteken végeztiik, a vizsgalatokat a kutatdcsoport korabbi,
3T3-L1 sejteken végzett kutatdsaira alapoztuk. HPLC-vizsgalattal megfigyeltiik, hogy a

podocyta sejtek a m- és o-Tyr-t is fel tudjak venni és azokat fehérjéikbe be tudjak épiteni.

Els6 alkalommal mutattuk be, hogy az abnormalis aminosavak (m- és o-Tyr) gatoljak
a sejtek inzulinra adott gliikozfelvételét. Western blot technika segitségével bizonyitottuk,
hogy az inzulin-jelatvitel megvaltozik azokban a sejtekben, amiket o- vagy m-Tyr tartalmu

médiumon tenyésztiink.

Mikroszkopos vizsgédlatunk sordn a kiilonboz6 tirozin-izoformak beépiilésének
hatasara végbemend valtozasokat néztiik meg az IRS-1 és p-IRS-1 elhelyezkedésében ¢és

egymashoz viszonyitott aranydban, a GLUT4 elhelyezkedésében (tehat a gliikoz felvételében)

crer

A p-Tyr tartalmi médiumon ndvesztett sejtek gliikozfelvételét az inzulin mintegy
kétszeresére ndvelte, ezzel szemben azokndl a sejteknél, amik o-Tyr vagy m-Tyr médiumon
vagy magas gliikéztartalmit médiumon néttek, a gliikozfelvétel csokkent, joval elmaradt a
fiziologias értékektdl. Ezt a hatast mar egy nap utan is lattuk, de hosszabb, 12 napos kezelés
utan is latszott. Ez a megfigyelés azt sugallja, hogy ez nem maganak a hidroxil
szabadgyOknek a hatdsa, hiszen ezeket a tirozinokat hidroxil szabadgyok megléte nélkiil

alkalmaztuk, igy az o- és m-Tyr direkt hatasarol lehet szo.

Jelenlegi adatainkbol arra kovetkeztethetiink, hogy a podocita sejtek m- vagy o-Tyr-rel
torténd kezelése, akarcsak a magas gliikkozszint (25 mM-os médium hasznalataval), a sejtek

inzulin-rezisztenciajahoz vezet. Ezekben a sejtekben az inzulin nem tudta kifejteni a hatasat és
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novelni az IRS-1 foszforilaciojat. Erdekesség volt, hogy az IRS-1 foszforilacié nem stimulélt
allapota sokkal magasabb volt a fiziolégiashoz képest, amit az inzulin nem tudott tovabb

novelni.

Ezt a jelenséget lattuk Akt esetén is, a p-Tyr tartalmu médiumon novesztett sejtekben
az inzulin miikodott, stimulalta az Akt-foszforilacidt, mig az m- vagy o-Tyr-on vagy magas
gliikozkoncentracio mellett novesztett sejteknél az Akt-foszforilacidja elmaradt. Az Akt-
foszforilacido gatlasat magas gliikkdz hatasara kordbban mar kimutattdk egér myoblaszt
sejtvonalon. Ebben a tanulményban viszont a 25mM gliikézt vették kontroll csoportnak és
60mM gliikozt tartalmazod médiumot hasznaltak magas gliitkdznak, aminek hatdséra jelentdsen
csokkent a pAkt expresszidja a kontroll csoporthoz [16]. A kiilonbozé tirozin izoformakkal

ilyen korabbi tanulményok nem &llnak rendelkezésiinkre.

Konfokalis mikroszképpal az immunfluoreszcens jelolés kimutatta, hogy az IRS-1 és
pIRS-1, valamint a GLUT4 és a vimentin helyzete is megvaltozik, amennyiben a sejtek p-Tyr
helyett m- vagy o-Tyr beépitésére kényszeriilnek. Az 6ssz IRS-1 tobbnyire perinuklearisan
helyezkedik el. A pIRS-1 a kizarolag p-Tyr-tartalmu médiumon ndvesztett sejtekben a
membran kozelében helyezkedik el, jelolddése is sokkal intenzivebb azokhoz a sejtekhez
képest, amiket m- vagy o-Tyr-tartalmi médiumon ndvesztettiink. m-Tyr és o-Tyr jelenlétében
novesztett sejteknél a pIRS-1 a sejtplazmaban elszortan taldlhato, jelentdsen kisebb
mennyiségben. Arra kovetkeztethetiink tehat, hogy m- és o-Tyr hozzdadasa a médiumhoz
csokkentette az inzulin-valaszt, az IRS-1 nem foszforildlédott olyan mennyiségben, mint a

fiziologias koriilmények kozt tartott sejtekben.

Ezt az allitast tovabbgondolva vizsgéaltuk meg a GLUT4 és vimentin valtozasait a nem
fiziologids tirozinok hatdsara. A p-Tyr- kezelt sejtekben a GLUT4 aggregatumok inzulin

hatdsara a membran kozelében helyezkedtek el, ahogy azt az irodalom szerint is varhattuk
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[17]. A GLUT4 membranhoz transzportalddasa sokkal kevésbé feltiind m-Tyr jelenlétében, o-
Tyr jelenlétében pedig teljesen eltlinik, inkdbb perinuklearis marad az elhelyezkedése. Egy
fent emlitett tanulmanyban mar vizsgaltdk, hogy a GLUT4 fluoreszcencidjanak intenzitdsa
magas gliikoztartalmi médiumon tenyésztett sejtekben csokken, valamint ezekben a sejtekben
inzulin hatdsara a kontroll sejtekkel 0sszehasonlitva, sokkal kisebb a GLUT4 expresszidja a
sejtmembran kozelében [16]. Ahogy azt vartuk, a GLUT4 ¢s a vimentin kolokalizaciot

mutatott [18].

Erdekes volt még megfigyelni, hogy a vimentin szalak morfologidja kissé
megvaltozott. A p-Tyr-tartalmi médiumon ndvesztett sejtek esetében vékony filamentumokat
lathattunk, m-Tyr jelenlétében ezek a filamentumok kissé megvastagodtak, o-Tyr jelenlétében

pedig mar egész vaskosak voltak.

az irodalom a vimentin overexpresszidjat irja le egyes rakos megbetegedésekben, valamint
kataraktaban, Crohn betegségben, reumatoid artritiszben, emellett megndvekedett vimentin

MRNS és fehérje szintet talaltak az regedd sejtekben [19].
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6. A dolgozat tézisei

1. A 2-es tipusu diabéteszes betegeknél uj fogalmat vezethetiink be, méghozza a ,, T3-

rezisztencia” fogalmat eutireota betegek esetén.

2. A podocyta sejtek szupplementalasa m- vagy o-Tyr-nal, akircsak a magas

gliikozszint (25 mM-os médium hasznalataval), a sejtek inzulin-rezisztenciajahoz vezet.

3. Az IRS-1 és pIRS-1, valamint a GLUT4 ¢és a vimentin helyzete ezekben az

abnormalis Tyr izoformdakat beépitd sejtekben megvaltozik.
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