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1. BEVEZETES

A fenilalanin (Phe) az esszencialis aminosavak k6zé tartozik és enzimatikus uton alakul 4t
para-Tyr-nda, dihidroxi-fenilalaninnd (DOPA), katekolaminokkd, melaninna és pajzsmirigy-
hormonokké. A Phe aromas gyurtijének sériilékenysége miatt az enzimatikus modosulasokon
feliil lehetséges a nem enzimatikus iton torténé modosulasa. A hidroxil szabad gyok képes a
Phe aromés gytr(ijét hidroxilalni, aminek hatdsdra a para-tirozin (para-Tyr) mellett nem
fiziol6gias para-tirozin (meta-Tyr) és orto-tirozin (orto-Tyr) is képzddhet. A nem enzimatikusan
képz6dott para-Tyr, illetve meta- és orto-Tyr mennyisége azonban 3 nagysagrenddel kisebb, az
enzimatikus folyamatban képzddd para-Tyr mennyiségéhez képest. A meta- és orto-Tyr
megnodvekedett mennyisége a hidroxil szabad gyok fokozott képzddését tiikkrozi, ami oxidativ
stresszre utal. A Tyr-izomereket régéta foként az oxidativ stressz markereiként tanulmanyozzak,
de egyre tobb bizonyiték van arra, hogy a nem fizioldgias Tyr-izomerek karos hatdsok okozoi
is [1].

Megfigyeltiikk, hogy 0Osszefliggés mutathaté ki az orto-Tyr szérumszintje és az
eritropoetin-rezisztencia kozott dializalt betegekben [2]. Egy korabbi tanulményunkban a meta-
és orto-Tyr 1d6- és dozisfliggd modon gatolta az eritropoetin-fiiggd eritroblaszt-proliferaciot,
illetve gyakorlatilag megakadalyozta az eritropoetin altal indukalta ERK és a STATS
foszforilaciot [3].

El6z6 vizsgalataink szerint a nem fiziologias Tyr-izomerek (meta- és orto-Tyr) az
oxidativ stressz markerei voltak kronikus veseelégtelenséggel egyiitt vagy anélkiil eléfordulo
2-estipusu diabetes mellitus (Type 2 diabetes mellitus, T2DM) esetén [4]. Tovabbi
eredményeink azt mutattdk, hogy a resveratrol antioxidans hatdsa miatt a 2-es tipust diabetes
mellitusban szenvedd betegeknél csokkent az orto-Tyr kivalasztisa a vizeletben, és ezzel

parhuzamosan az inzulin-rezisztencia javulasa is megfigyelhetd volt [5].



A kiilonb6z6 sejtvonalak (HEK, podocita, makrofag és adipocita) meta- €s orto-Tyr-en
torténd tenyésztése inzulin-rezisztencidhoz vezetett ezekben a sejtekben, hasonldéan a magas
gliikoztartalmi kornyezetben megfigyeltekhez. Ezekben a meta- és orto-Tyr-en tenyésztett
sejtekben csokkent az inzulin altal kivaltott inzulinreceptor-szubsztrat-1 (IRS-1) foszforilacio
[6].

Korabbi Western-blot mddszerrel végzett vizsgalataink azt mutattak, hogy az Akt
(Protein kinaz B) nem stimulalt, bazalis foszforilacidja a 3T3-L1 zsirsejtekben, HEK-293-
sejtekben (human embrionalis vesesejtek) és podocitdkban szignifikdnsan magasabb volt meta-
¢s orto-Tyr-kezelés hatésara, a para-Tyr-kezeléshez viszonyitva. A megemelkedett foszforilacio
rezisztenciat eredményezett ezekben a sejtekben, mert az inzulin-stimulalt foszforilacié nem
lett szignifikans. Azt is megfigyeltiik, hogy ha a foszforilalt tirozin meta-Tyr vagy orto-Tyr volt
a foszforilalt polipeptid defoszforilacidja a protein tirozin-foszfatdz 1B enzimje altal szinte
lehetetlen volt, mig a foszforilalt para-Tyr gyorsan defoszforilalodott [6].

A gyulladasos folyamatok fontos szerepet jatszanak a T2DM kialakuldsaban, viszont
ennek mechanizmusa még nem teljesen tisztazott [7]. Valosziniisithetd, hogy az immunsejtek
nem megfeleld aktivalasa és az ennek hatdsara modosuld gyulladasos folyamatok részt vesznek
a T2DM kialakuldsdban [7]. Az inzulin-rezisztencia hatassal lehet a makrofagok miikodésére,
mivel az inzulin az Akt jelatvitel aktivalasan keresztiil befolyasolja a makrofagok M1 és M2
tipusu polarizacigjat [8,9].

Ezek alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a nem fiziol6gids tirozin-izomerek
nemcsak az oxidativ stressz markerei, hanem szamos betegség patogenezisében is szerepet

jatszhatnak [3,4,6,10].



2. CELKITUZESEK

1. Célul tiztik ki a Tyr-izomerek sejtek altal torténd felvételének idébeli és mennyiségi
meghatdrozasat vesesejtekben.

2. Célul thiztik ki a nem fiziologias Tyr-izomerek hatasanak vizsgalatat a makrofagok
inzulin-jelatvitelére az immunfluoreszcens modon jeldlt pAkt (foszforilalt Akt)
intenzitasanak meghatarozasaval.

3. Meg kivantuk vizsgalni, hogy a para-, meta- és orto-Tyr-kezelések hogyan befolyasoljak
a makrofagok M1/M2 irdnyu polarizacidjat az Argindz-1/iNOS (indukalhaté nitrogén-
monoxid-szintdz) arany meghatarozasanak segitségével.

4. Célunk volt kimutatni, hogy az inzulin milyen hatéssal van az M1/M2 iranyu makrofag
polarizéciora, illetve azt, hogy az abnormalis Tyr-izomerek hogyan befolyasoljak az
inzulin ez irdnyu hatasat.

5. Célul tiztiik ki a vesebiopszids mintak vizsgalata soran a kontroll és az FSGS (fokalis
szegmentalis glomeruloszkler6zis) csoport betegeinek Osszehasonlitdsat a klinikai
adataik alapjan.

6. Ossze kivantuk hasonlitani a kontroll és FSGS-csoportok vesebiopszids mintait a
glomerulusokban és a tubulo-intertitiumban immunfluoreszcens modszerrel jelolt WT1
(Wilms-tumor fehérje), vimentin és CRF (kortikotropin felszabadité faktor) festddési
intenzitasa alapjan.

7. Célunk volt megvizsgalni, hogy a meta- és orto-Tyr hogyan befolydsolja a WTI,

vimentin és CRF expresszidjat embrionalis vesesejtekben.



3. MODSZEREK

Sejtek tenyésztése

A vizsgélatainkhoz hasznalt J774A.1 egér BALB/C monocita-makrofag és a HEK-293
tenyésztéséhez ¢és fenntartdsdhoz Dulbecco Eagle’s modositott tapkozeget haszndltunk
(DMEM) melyhez az aldbbi Gsszetevoket adtuk: 10% magzati szarvasmarha-szérum, 100
egység/ml penicillin, 0,1 mg/ml sztreptomicin, 2 pg/ml Fluconazol, 1 pg/ml inzulin. A tapkdzeg
kisérlettdl fiiggéen 5 vagy 25 mmol/l glikézt tartalmazott. A sejteket 6 lIyuk plate-k-be
helyezett feddlemezeken tenyésztettiik, parasitott inkubatorban, 37 °C-on és 5%-os CO>

tartalom mellett.

3.1.NEM FIZIOLOGIAS TIROZIN-IZOMEREK HATASARA KIALAKULO

KRONIKUS INZULIN-REZISZTENCIA MAKROFAGOKBAN

A makrofag sejtek kezelése és vizsgalata

A kezelések soran a médiumhoz para-, vagy meta-, vagy orto-Tyr-t adtunk 72 mg/l
mennyiségben. A para-Tyr kezelésen beliil 5 és 25 mmol/l gliikozt alkalmaztunk. A meta- €s
orto-Tyr kezeléseknél egyarant €s kizarolag 5 mmol/l gliikézt tartalmazott a tapkdzeg. A
kezeléseket 5 napon keresztiil végeztiik. Az 5. nap végén a sejteket egy ¢éjszakan keresztiil
szérummentes médiumban tartottuk. Az inzulin-jelatvitel vizsgalata soran 6, 25, 100 és 400
nmol-os inzulindézisokat hasznéltunk 10 perces kezelési iddvel, mig az M1/M2 polarizaciod
meghatarozasanal kizarélag 400 nmol-os inzulin koncentracidt hasznéltunk 48 6rdn keresztiil.

A Tyr-izomerek hatdsdt a makrofagok inzulin-jelatvitelére a pAkt mennyiségének,
meghatarozasaval végeztiik immunfluoreszcens jel6lés €s intenzitdsmérés segitségével. A
makrofdgok M1/M2 polarizacidjanak irdnyat az Arginaz-1/iNOS ardny szamitdsival

vizsgéltuk, aminek sordn az immunfluoreszcens modszerrel jelolt Arginaz-1 és iNOS



mennyiségét intenzitds méréssel hataroztuk meg. Negativ kontrollként csak para-Tyr-t
tartalmazo médiumot, pozitiv kontrollként pedig csak para-Tyr és magas gliikoztartalmu (25
mmol/l) médiumot hasznaltunk. A médium eltavolitasa és jéghideg PBS-el valo 6blités utan a
sejtek fixalasat jéghideg 4%-os PBS-ben oldott pufferolt paraformaldehiddel 20 percig jégen
végeztik. 0,1%-0os PBS-ben oldott Triton X-100-zal 15 percig permeabilizaltunk. A
blokkolashoz 5%-o0s szarvasmarha szérumalbumint hasznaltunk 60 percig szobahdmérsékleten.
Az elsddleges antitesttel egy éjszakan at 4 °C-on, majd 60 percig szobahdmérsékleten
inkubdltunk. A masodlagos antitestnél alkalmazott inkubécio 4 6ra volt szobahdmérsékleten. A

sejtmagokat DAPI segitségével jeloltiik, a feddlemezeket pedig DPX-el fedtiik.

A HEK-sejtek tirozinfelvétele

Olyan tapkozeget allitottunk eld para-, meta- és orto-Tyr hozzdadasaval, amely azonos
mennyiségben tartalmazza a harom Tyr-izomert. A HEK sejteket ebben a médiumban
inkubaltuk 0, 10, 20, 30, 40, 50 és 60 percig.

A sejtek altal felvett Tyr-izomerek mennyiségét HPLC-késziilék segitségével hataroztuk meg.
Itt nem volt sziikség szarmazékképzésre vagy jelolésre, mivel a para-, meta-, és orto-Tyr
mennyiségét autofluoreszcencidjuk segitségével hataroztuk meg, amit az altalunk hasznalt

Shimadzu Class 10 HPLC rendszer RF-10 AXL fluoreszcens detektoraval mértiink.



3.2.WT1, VIMENTIN ES CRF EXPRESSZIOJA FOKALIS SZEGMENTALIS
GLOMERULOSCLEROSISBAN (FSGS) HUMAN VESEBEN ES A META- ES ORTO-TIROZIN

HATASA A WT1-, VIMENTIN- ES CRF-EXPRESSZIORA HEK-293-SEJTEKBEN

A vizsgalatban résztvevo betegek

Tanulméanyunkban 42 FSGS-el diagnosztizalt beteg vesebiopszids mintait, illetve klinikai
paramétereit vizsgaltuk. Kontrollként 7 vékony bazalis membran nephropathiaban szenvedd
beteg vesebiopszias mintait hasznaltuk. Minden beteg betoltotte a 18 éves kort, atlagéletkoruk
az FSGS csoport esetén 39,9 + 18,6 év volt (23 férfi és 19 nd), a kontroll csoport esetén pedig
5,1 £15,6 év volt (3 férfi és 4 nd). Minden vesebiopszias mintavétel a Pécsi Tudomanyegyetem
Orvostudomanyi Kardnak 2. Belgyogyaszati és Nefrologiai-Diabetologiai Kdzpontjaban

tortént.

Vesebiopszias mintak

A vesebiopszids mintdk esetében a podocita labnyulvany-fuzio (FPE) mértékét
elektronmikroszkopos vizsgalat segitségével hatdroztuk meg. A WT1-, vimentin- és CRF-
expresszio mértékét immunfluoreszcens jeldléssel, illetve a jelolés intenzitdsdnak mérésével
hataroztuk meg.

A mintakbdl nyert szeleteketet 0,6%-o0s Triton-X 100-zal permeabilizaltuk és 1%-os BSA-val
(szarvasmarha szérumalbumin) 30 percig blokkoltuk. Az elsddleges antitest jelolés soran a
szeleteket 90 percig inkubaltuk az elsddleges antitestekkel. A masodlagos antitest alkalmazasa
soran a sejteket 60 percig inkubaltuk. Végiil a szeleteket VECTASHIELD Antifade Mounting

Medium-mal fedtiik.



HEK-293 sejtek kezelése és vizsgalata

A HEK-293-sejtek kezelése soran a tapkozeg para-, vagy meta-, vagy orto-Tyr-t tartalmazott
72 mg/l mennyiségben. A tirozin izomerekkel torténd kezelést 5 napig alkalmaztuk, ami utan a
sejteket egy ¢éjszakan keresztiil szérummentes médiumban novesztettiik.

Ezt kovetéen PBS-el oblitve eltavolitottuk a sejtekrdl a tapkdézeg maradvanyait, majd a
sejteket 4% pufferolt paraformaldehiddel (PBS-ben oldva) 20 percig fixaltuk. A
permeabilizalast 10 percig végeztilk PBS-ben oldott 0,3%-0s Triton-X 100-zal. A blokkolast
2,5%-o0s szarvasmarha szérumalbuminnal tortént, 45 percen keresztiil. Az elsddleges antitest
jelolés soran a sejteket 60 percig inkubéltuk a PBS-ben oldott elsddleges antitestekkel. A
masodlagos antitesttel valo jelolés soran a sejteket 60 percig inkubaltuk a maésodlagos
antitestekkel, amiket szintén PBS-ben oldottunk. Végiil a sejteket VECTASHIELD Antifade

Mounting Medium-mal rogzitettiik, fedtiik.

Intenzitasmérés

Az immunfluoreszcens modszerrel jelolt mintdkrol a képeket konfokalis 1ézer pasztazo
mikroszkop segitségével rogzitettiik. A jelolés intenzitasat a Nikon NIS elements szoftverének
segitségével mértiik meg. A vizsgalt régiok (Region of interest, ROI) kivéalasztdsa manuélisan
tortént. Az 6sszes ROI megkettdzése utan (a duplikalt ROI teriilete megegyezett az eredeti ROI-
val) a duplikdtumokat a hattérre helyeztiik. A ROI teriiletén beliil mért dsszes pixel szdmabol
kivontuk a hattérre helyezett ROI-k intenzitasat. Az igy kapott intenzitas értéket az adott ROI

teriiletével korrigaltuk.
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Statisztikai analizis

A valtozok eloszlasanak ellendrzéséhez a Shapiro-Wilk tesztet alkalmaztuk. A normalis
eloszlasu valtozok esetén varianciaanalizist (ANOVA) a nem normalis eloszlast valtozok
esetében pedig a Kruskal-Wallis tesztet €¢s a Mann-Whitney U tesztet hasznaltuk. Az adatok
trendjeinek tesztelése a Mann-Kendall trendteszt segitségével tortént. A kezelések kozotti
Osszefliggéseket Spearman-féle rho korrelacios teszttel elemeztiik A 0,05-nél kisebb p értéket
tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak. Az adatok statisztikai elemzése a Paleontological

Statistics (PAST) szoftver 3.21-es verzidjaval tortént.
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4. EREDMENYEK

4.1.NEM FIZIOLOGIAS TIROZIN-IZOMEREK HATASARA KIALAKULO

KRONIKUS INZULIN-REZISZTENCIA MAKROFAGOKBAN

A HEK-sejtek tirozinfelvétele

A Tyr-izomerek felvételének vizsgalatakor azt tapasztaltuk, hogy a kontrollcsoportban a
sejtek elenyészé mennyiségben tartalmaztak meta- ¢és orto-Tyr-izomereket a para-Tyr
mennyiségéhez képest. A 20. perctél kezdve a meta-Tyr mennyisége nem kiilonbozott
szignifikansan a para-Tyr mennyiségétol, viszont az orto-Tyr mennyisége a ndvekedés ellenére
60 perc elteltével is alacsonyabb maradt a para-Tyr, mennyiségéhez képest, tehat a HEK-293-

sejtek a para-Tyr-nal kdzel megegyezd mennyiségben veszik fel a meta- és orto-Tyr-t.

Inzulinkezelés hatasa J774A.1 makrofagok pAkt mennyiségére kiilonb6z6 médiumokban

Az inzulinkezelésben nem részestilt kontroll csoportok esetén az aldbbiakat tapasztaltuk:
A magas glikéz tartalmu (25 mmol/l) médiumban magasabb volt a nem stimulalt pAkt
mennyisége a makrofdgokban Osszehasonlitva az 5 mmol/l gliikozt tartalmazo kezeléssel. A
meta- és orto-Tyr tartalmi médiummal torténd kezelés onmagaban szintén novelte a nem
stimulalt pAkt mennyiségét a para-Tyr-os kontrollhoz képest.

Az inzulinnal t6rténd stimulacié hatdsara a pAkt mennyisége a kovetkezOképpen alakult:

A fiziologias para-Tyr-t tartalmazd médiumban az inzulin dozis fliggé modon novelte a
pAkt mennyiségét. A magas gliikkozkoncentracid megsziintette az inzulin pAkt mennyiségét

noveld hatasat. A meta- és orto-Tyr megakadalyozta az inzulin pAkt-n keresztiili jelatvitelét.
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Az inzulinkezelés hatasa az arginaz-1/iNOS aranyra Kiilonb6zé médiumokban inkubalt

J774A.1 makrofagokban

A magas gliikozkezelés csokkentette a makrofagokban az argindz-1/iNOS aranyt. Ehhez
hasonléan a meta- ¢és orto-Tyr hatdsara is csokkent az argindz-1/iNOS arany a makrofag
sejtekben a fiziologias para-Tyr-kezeléshez képest. A para-Tyr-os kontrollkezelés mellett az
inzulin csokkentette az arginaz-1/iNOS aranyt. A magas gliikk6z tartalmi médium megsziintette
az inzulin hatasat. Az orto-Tyr kezelés mellett szintén megsziint az inzulin kivaltotta csokkenés
az argindz-1/iNOS arany tekintetében. A meta-Tyr alkalmazésa pedig megforditotta ezt a hatast

¢és az inzulin novelte az arginaz-1/iNOS aranyat a makrofag sejtekben.

42. A WTI1, A VIMENTIN ES A CRF EXPRESSZIOJA FOKALIS SZEGMENTALIS
GLOMERULOSCLEROSISBAN (FSGS) HUMAN VESEBEN ES A META- ES ORTO-TIROZIN

HATASA A WT1-, VIMENTIN- ES CRF-EXPRESSZIORA HEK-293-SEJTEKBEN

A kontroll és az FSGS-csoport betegeinek alapadatai

A kontroll és az FSGS-csoport betegeinek alapadatait 6sszehasonlitva azt talaltuk, hogy a
vartnak megfeleléen az FSGS-csoportban szignifikdnsan nagyobb volt az FPE a kontrollhoz
képest. Emellett a vordsvértest-siillyedés értéke is magasabb volt az FSGS-csoportban a
kontrollhoz viszonyitva, valamint az FSGS-csoportban az alkalmazott diuretikumok

mennyisége is nagyobb volt a kontrollcsoportban regisztralthoz képest.

Vesebiopszias mintak

A vesebiopszias mintakban azt talaltuk, hogy a WT1-jelolés intenzitasanak tekintetében a
glomerulusokban nem volt szignifikdns kiilonbség az FSGS- és a kontrollcsoport kozott.
Viszont a tubulo-interstitium esetén az FSGS-csoportban alacsonyabb volt a WT1-expresszio a

kontrollcsoporthoz képest. A vimentin-jeldlés intenzitdsa az FSGS-csoport glomerulusaiban
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alacsonyabb volt a kontrollhoz képest. A tubulo-interstitium jelolése esetén pedig magasabb
volt a vimentin-expresszio a kontrollcsoporthoz viszonyitva. A CRF-jel6lés intenzitasa kisebb
volt a glomerulusokban mint a tubulo-intertitiumban. A FPE mértéke a glomerulusokban

korrelaciot mutatott a vimentin- és a CRF-jelolés intenzitasaval.

HEK-293 sejtek

A HEK-293-sejtek kezelése soran azt tapasztaltuk, hogy a meta- és orto-Tyr kezelés
egyarant csokkentette a WT1 mennyiségét a fizioldgids para-Tyr-kezeléshez viszonyitva. A
meta-Tyr pedig a vimentin expresszidjat csokkentette a HEK-293-sejtekben a para-Tyr-os

kontrollhoz képest.
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5. MEGBESZELES

A Tyr-izomerek felvételének vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy a HEK-293 sejtek kozel
azonos mértékben veszik fel mindharom izomert. Az inzulinnal nem kezelt makrofag sejtekben
a 25 mmol/l-es glukdézkoncentracid, a meta- €s az orto-Tyr ndvelte a pAkt-szintet ¢és
csokkentette az arginaz 1/iNOS aranyt. A fizioldgias para-tirozin kezelés esetén az inzulin dézis
fiiggden novelte a pAkt mennyiségét és csokkentette az arginaz 1/iNOS aranyt. Mind a meta-,
mind az orto-Tyr-kezelés megsziintette vagy megforditotta az inzulin pAkt-ra gyakorolt noveld
hatasat és az arginaz 1/iNOS aranyra gyakorolt csokkentd hatasat.

A glomerulusokban a WT1 festodés intenzitasa az FSGS és a kontrollcsoportokban azonos
volt, viszont a tubulo-interstitiumaban alacsonyabb volt a WT1 intenzitdsa az FSGS-betegek
esetén. Alacsonyabb volt a vimentin intenzitas az FSGS-betegek glomerulusaiban, és magasabb
volt a tubulo-interstitiumban, a kontrollcsoporthoz viszonyitva. Az elektronmikroszkoppal
meghatarozott FPE mértéke korrelaciot mutatott a vimentinnel ¢és a CRF-fel a
glomerulusokban. A HEK sejtek vizsgalata soran a WT1 jelolés intenzitdsa alacsonyabb volt a
meta- és orto-Tyr csoportban, valamint a vimentin intenzitasa alacsonyabb volt a meta-Tyr

csoportban a para-Tyr csoportban mértekhez képest.

5.1. TYR-IZOMEREK FELVETELENEK VIZSGALATA

Régota vizsgaljak a nem fizioldgias Tyr-izomerek kéaros hatdsat az €16 szervezetekre [11].
Vizsgalatainkbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a sejtek azonos mértékben képesek felvenni a
koros Tyr-izomereket, mint a fiziologids para-Tyr-t. Valosziniisithetjiik, hogy a Tyr-izomerek
képesek beépiilni a fehérjékbe, és tobbek kozott ilyen modon is kifejtik az €16 szervezetekre

gyakorolt karos hatasukat [12].
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5.2. AZ ABNORMALIS TYR-IZOMEREK HATASA A MAKROFAGOK INZULIN-JELATVITELERE

A kutatdcsoportunk tanulmanyain kiviil nem taldltunk olyan tanulmanyt melyben a Tyr-
izomerek pAkt, vagy egyé€b inzulin-jelatvitelben szerepld fehérje aktivitasara gyakorolt hatasat
vizsgaltak. Viszont felleltiink néhany publikaciét melyekben az oxidativ stressz hatasat
vizsgaltak az Akt foszforilaciojara makrofagokban illetve egyéb szovetekben [13—17]. Mivel
az oxidativ stressz novekedésével né a nem fizioldgids tirozinok mennyisége, ezért ezek a
tanulmanyok kozvetett modon Osszevethetok az altalunk végzett vizsgalatokkal. Ezek koziil a
tanulmanyok koziil 3 vizsgalt makrofagokat és mind a harom vizsgdlat aldtdmasztja azon
eredményiinket, hogy a nem fiziologids Tyr-izomerek ¢€s a gliikkdz mennyiségének magasabb
szintje noveli a pAkt mennyiségét.

Az emlitett kutatdsok nem vizsgéltak az oxidativ stressz hatdsat az inzulinra. Kutatocsoportunk
el6z6 munkai sordn vizsgélta a nem fizioldgids Tyr-izomerek hatdsat az inzulin-jelatvitelre az
IRS-1 és pAkt mérésén keresztiil [6]. Ezek az eredmények alatamasztjak jelen eredményeinket
miszerint a meta- és orto-Tyr jelenlétében megsziinik az inzulin pAkt mennyiségét noveld

hatasa.

5.3. AZ ABNORMALIS TYR-IZOMEREK HATASA A MAKROFAGOK M1/M2 IRANYU

POLARIZACIOJARA

Sajnos kevéssé vizsgaltdk az inzulin-rezisztencia hatdsat a marofagok polarizacidjanak
iranyara. Két olyan relevans tanulmanyt talaltunk az irodalomban, ahol az inzulin és az inzulin
rezisztencia hatdsat vizsgaltdk a makrofagok M1/M2 irdnyu polarizacidjara [18,19]. Ezek a
tanulmanyok, ahol az iNOS illetve az Argl (Arginaz-1) expressziot is vizsgaltak, alatdmasztjak
azon eredményeinket, miszerint az inzulin-rezisztencia hatasara csokken az iNOS ¢és novekszik

az Argl mennyisége a makrofag sejtekben. Vizsgalatunk megbizhatosagat tovabb erdsiti az
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inzulin-jelatvitel és az MI1/M2 polarizacido vizsgalatanal kapott eredményeink kozotti

koherencia.

5.4. VESEBIOPSZIAS MINTAK ES HEK-293-SEJTEK VIZSGALATA

Az FSGS diagnodzisaban kiemelkedd szerepe van az elektronmikroszkop segitségével
detektalhaté FPE megléte, amely egyik kezdd 1épése a podocitak karosodasanak [20,21]. Az
altalunk vizsgalt FSGS-el diagnosztizalt betegek mintdiban a vartnak megfeleléen magasabb
volt az FPE aranya a kontroll csoport mintaihoz viszonyitva.

A WT1 nélkiilozhetetlen a podocitak funkcidjanak, illetve ezen keresztiil a glomerularis
mitkddésnek a fenntartasdhoz. A WT1 expresszidjanak csokkenése heveny glomerulonephritist
¢s mesangialis sclerosist okozhat [22]. Ezek alapjan a WT1 kardindlis szerepet tolt be a vese
miikodésében, és hidnya (foként) glomerulopathiak kialakuldsdhoz vezethet. Eredményeink
szerint a WT1 mennyisége nem kiilonbozott az FSGS ¢és a kontroll csoport glomerulusaiban.
Igaz a podocitak nem képesek a regeneraciora, de vizsgalatok igazoljak, hogy a sériilés hatasara
a pariethalis epithelialis sejtek képesek vandorolni és podocita irdnyba differencialddni [23,24].
Ezek a sejtek szaporodhatnak a podocita-karosodas hatasara, és képesek helyettesiteni a sériilt
podocitakat [22]. Ez a fajta regeneracios folyamat lehet felelds a valtozatlan WT1 szintekért az
FSGS korai szakaszéaban.

A kroénikus tubulo-interstitidlis valtozasok melyek az FSGS-ben megfigyelhetdk, a
WTI1-jelolés intenzitdsdnak csokkenését okozhatja, ami magyardzhatja az altalunk kapott
eredményeket.

Egerekben a WTI1-fehérje expresszidjanak gatlasa az FSGS kialakuldsahoz vezetett
[25]. Eredményeink azt mutatjak, hogy a meta- és orto-Tyr tartalmi médiumban cs6kken a WT1
fehérje jelolésének intenzitdsa. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az abnormadlis Tyr-
izomereknek szerepe lehet a WTI-fehérje expresszidjanak gatlasaban és igy az FSGS

kialakulasaban is.
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A vimentin egy intermedier filamentum, amely foként a mezenchimalis eredetii
kotészoveti sejtekben és a simaizom-sejtekben fordul elé és fontos szerepe van a podocitak
sejtvazanak kialakitasaban is. Szerepet jatszik a podocita sejtek integritdsanak megorzésében
is, illetve szerepe van a podocitak sériilésre adott valaszaban is [26,27]. Tovabba a vimentin a
vese tubularis karosodasat is jelezheti a tubuléris epithelialis-mezenchimalis atmenet (EMT)
esetén, ahol a vimentin neo-expresszidja figyelhetd meg [28]. A fentiek alapjan a vimentin
fontos szerepet tolt be a vese milkddésében, és mennyiségének valtozasa a vesekdrosodas
markereként funkcionalhat.

A vimentin szignifikdnsan alacsonyabb szintje az FSGS-betegek glomerulusaiban
magyarazhaté a kéarosodott podocitdk megndvekedett szamaval, amit podocita FPE ¢és a
vimentin (glom), valamint a WT1 (glom) és a vimentin (glom) kdz6tti erds negativ korrelacio
is alatdmaszt.

A vimentin expresszidja szignifikdnsan magasabb volt az FSGS-ben szenvedd betegek
tubulo-interstitiumaban, ami a kronikus karosodasra adott valaszként az EMT-t markere lehet
[29-31]

HEK-293 sejtek esetén az eredményeink azt mutatjdk, hogy a meta-Tyr jelentdsen
csokkenti a vimentin festddési intenzitasat, ami koherens a vesebiopsziads mintak esetén mért
eredményeinkkel.

Nem talaltunk olyan tanulmanyokat, ahol a CRF expressziojat vizsgaltdk az FSGS-ben
immunfluoreszcens jelolés segitségével CRF-expresszidt mértiink, az FSGS-ben és a
kontrollcsoportban egyarant. A CRF festési intenzitdsa szignifikdnsan alacsonyabb volt az
FSGS-csoport glomerulusaiban és nem mutatott kiilonbséget a két csoport tubulo-

interstitiumaban.
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A HEK-293-sejtek CRF-pozitivitast mutattak, de a meta-Tyr-rel vagy orto-Tyr-rel
torténd kezelésnek nem volt hatdsa a CRF-jel6lés intenzitasara, amibdl arra kovetkeztethetiink,

hogy a CRF valésziniileg nem jatszik jelentds szerepet az FSGS patogenezisében.

5.5. KOVETKEZTETESEK

Fentiek alapjan a koéros Tyr-izomerek jelentOs szerepet jatszanak az inzulin-rezisztencia
kialakulasdban a makrofagokban, amin keresztiil hatast gyakorolnak azok M1/M2 iranyu
polarizicidjara. Tovabba az abnormalis Tyr-izomerek az inzulin-rezisztencia eldidézésével
kozvetve, és eredményeink szerint kdzvetleniil is részt vesznek a kiillonb6zd vesebetegségek

kialakulasaban.
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6. A DOLGOZAT TEZISEI

1. Makrofagokban, fizioldgias para-tirozin kezelés esetén az inzulin novelte a pAkt

mennyiségét és csokkentette az arginaz-1/iNOS aranyt.

2. Makrofagokban, a meta- és orto-Tyr-kezelés mellett az inzulin csokkentette a pAkt

mennyiségét és novelte az argindz-1/iNOS aranyt.

3. Makrofagokban, inzulin-kezelés hidnyaban a a 25 mmol/l-es gliikdzkoncentracid, a- meta-

¢s orto-Tyr-kezelés novelte a pAkt-szintet és csokkentették az argindz-1/iNOS aranyt

4. A glomerulusban az FSGS- és kontrollcsoportban mért WT1-intenzitasok kozott nem volt
kiilonbség, viszont a tubulo-interstitiumban az FSGS-csoport esetén kisebb volt a WT1-

intenzitas a kontrollhoz képest.

5. A glomerulusban mért vimentin intenzitas az FSGS-csoportban kisebb volt a kontrollhoz
képest és a tubulo-interstittumban mért vimentin intenzitasa FSGS-ben nagyobb volt a

kontrollhoz viszonyitva.

6. Glomerulusban mért CRF intenzitas az FSGS-csoportban kisebb volt a kontrollhoz képest.

7. A HEK-293-sejtekben meta- és orto-Tyr-kezelés hatasara csokkent a WT1 intenzitdsa a

kontrollhoz képest.

8. A meta-Tyr-kezelés hatdsara csokkent a vimentin intenzitdsa a HEK-293-sejtekben.
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