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1. Bevezetés

Az erythropoetin (EPO) egy glikoprotein hormon, melynek termelésért elsésorban a
vese kéregallomanyanak peritubularis fibroblasztjai felelések. Ezeknek progressziv
pusztulasa krénikus vesebetegségben az EPO-termelés kiesését, ez altal hypoproliferativ
anaemiahoz vezet. Bar az EPO els6ésorban az erythroid vérképzésért felelds, hatasa
rendkivil szerteagazé. Az EPO-receptort (EPO-R) tdbb kilonb6zd sejttipus felszinén
azonositottak. A receptor aktivacioja olyan tovabbi intracellularis jelatviteli utak aktivaciojat
idézi el6, mint a JAK/STAT, a protein kinaz B, valamint a p44/42 ERK utvonal. Egyes
kutatasok alapjan human eml6carcinoma sejtjeinek felszinén sejtosztdédast és migraciot
serkentd hatasu, MAPK-rendszert aktivald, folyamatosan aktiv EPO-R taldlhatd [1]. Az
idegrendszerben tébb sejtcsoportban mutattak ki jelenlétét, az agy kapillarisrendszerének
endothelsejtjein, a hippokampuszban, valamint a kérgi neuronok, astrocytak, mikrogliak
felszinén [2][3][4][5][6]. Ennek hatterében felmerilt lipid-akkumulaciéra, valamint -
oxidaciéra kifejtett hatasa is [7]. Egyes tanulmanyok alapjan harantcsikolt izomban az EPO

serkenti a zsirok oxidaciojat, ez altal kivédi a taplalkozas okozta tulsulyt [8].

Vizsgalataink alapjat human megfigyeléseink képezték, mivel két, Klinikankon
gondozott diabeteses beteg esetén is azt talaltuk, hogy az EPO-terapia bevezetését kdvetd
2-4 honapban a fruktézamin érték jelentésen csdkkent (372-rél 321 és 464-rél 428 pmol/l-re).
Ebbél arra kovetkeztettliink, hogy az EPO-terapia bevezetésével javult a glikémias statusz.
Bar a hosszutavu EPO-kezelés hatasai jol dokumentaltak, kevés adattal rendelkezink a
rovid tava, akut hatasokra vonatkozoan. Feltételeztik, hogy az EPO kdzvetlenll hatassal

lehet a zsirsejtek metabolikus jelatviteli utvonalaira, igy kdzvetlenll a glukézfelvételre is.

Kronikus veseelégtelenségben a betegek életmin6ségét, kardiovaszkularis rizikojat,
valamint kognitiv funkcidjanak megtartdsat nagyban befolyasol6 tényezd a renalis anaemia.
Egyes forrasok szerint azonban az exogén EPO-kezelésben részesul betegek 15%-a nem
reagal megfeleléen a terapiara [9]. Az ismert és gyakran targyalt okok k&zott szerepel a
vashiany, a L-karnitin-hiany, az alultaplaltsag, a Bi,-vitamin- vagy folsavhiany, a kronikus
vérzés, a ,pure red cell aplasia”, a mellékpajzsmirigy tulmikddés, a terhesség, a nem
effektiv vesepodtld kezelés, a csontveld betegségei, valamint bizonyos esetekben az

angiotenzin-konvertalé enzim gatlok szedése.



Ehrlich 1906-ban figyelte meg el6szér, hogy rosszindulati daganatban szenved
betegekben létezik egy jelenség, miszerint a szervezet képes gatolni a szekunder tumor
képz&dését. Ruggiero kisérletei alapjan a tumor rezisztenciat kézvetitdé agens aminosav-
természeti, kis molekulasulyu anyag. Témegspektrométeres és kromatografias vizsgalataik
alapjan a jelenségeért 90%-ban a meta-, 10%-ban az orto-tirozin tehetd feleléssé. Western
blot vizsgalatokkal az orto- és meta-tirozin akut ERK- és STAT3-foszforilacié-gatlo hatasat
bizonyitottak, melynek szerepe lehet a metasztazis-képz6dés ellenes aktivitas

mechanizmusaban [10][11].

A tirozin egy nem esszencialis aminosav, mivel fenilalaninbdl hidroxilacié révén
képzddik. Attol fliggéen, hogy melyik pozicidban térténik a hidroxilacié para-, orto-, vagy
meta-tirozinrdl beszélink. Enzimatikusan, a fenilalanin-hidroxilaz nev( enzim katalizalta
reakciéban a hidroxilacié mindig para pozicidban torténik, azonban ‘OH jelenlétében nem-
enzimatikus modon, orto- és meta-tirozin is képz6édik. Eddigi ismereteink alapjan
kimondhatd, hogy az emlitett tirozin-mddosulatok sejtek tulélésére, valamint mikodésére
kifejtett hatasa két f6 mechanizmusra kulonitheté el. Létezik egy kézvetlen cytotoxikus hatas,
mely nagy koncentracioban, rovid id6 alatt okoz sejtelhalast. Azonban |étezhet egy kronikus
hatas is, melynek soran a meta- és orto-tirozin — strukturalis hasonlésag alapjan — a para-

tirozin vagy fenilalanin helyére a sejtfehérjékbe épulve, élettani mikddéseket valtoztat meg.

Ennek megfeleléen feltételezhetd, hogy a koros tirozin-mdodosulatok fehérjékbe
torténd beéplilése szerepet jatszhat a hormon rezisztencidk, tébbek kozott az inzulin- és

EPO-rezisztencia kialakulasaban.



2. Célkitliizések

2.1

2.2.

Az EPO glukéz-anyagcserére kifejtett hatasainak vizsgalata in vivo és in vitro

kisérletekben
Célul thztik ki az akut in vivo vércukorcsdkkentd hatas bizonyitasat.

Célunk volt in vitro a zsirsejtek EPO fliggbé glukdz-felvételének vizsgalata,

valamint ennek hatterében allé intracellularis jelatviteli folyamatok tisztazasa.

A jelenség magyarazataként bizonyitani terveztiik az EPO-R jelenlétét a 3T3-L1

sejtek felszinén.

Az orto- és meta-tirozin EPO-rezisztenciaban jatszott szerepének tisztazasat

terveztik in vitro kisérletek soran

Célunk volt a tirozin-modosulatok EPO indukalta sejtproliferaciora kifejtett

hatasainak vizsgalata, TF-1 erythroblaszt sejtvonal felhasznalasaval.

Célul tlztik ki a koros tirozin-mddosulatok sejtalkotd fehérjékbe torténd
beépulésének bizonyitasat HPLC (nagyteljesitményl folyadék kromatografia)

segitségével.

Célkitizésunk volt a jelenség jelatviteli hatterének tisztazasa Western blot

modszerrel.



3. Anyagok és moédszerek

3.1. Az EPO szénhidrat-anyagcserére kifejtett hatasai

Kotészoveti glukézmonitorozas: CGMS (Continuous Glucose Monitoring System)
folyamatos cukormonitorozé késziléket hasznaltunk, mely a nap 24 6rajaban képes a beteg
vércukorértékeit rogziteni. A késziiléket a betegek jol toleraljak, a CGMS-t klinikankon a
rendezetlen szénhidrat-haztartasu diabetesesek korében rutinszerllen hasznaljuk a

cukorhaztartas monitorozasara.

Allatkisérletek: Az allatkisérletek elvégzését a Pécsi Tudomanyegyetem Etikai Bizottsaga
engedélyezte. Harom-6t honapos, 300£30 g tomegl, him Sprague-Dawley patkanyokat
hasznaltunk. Az allatokat véletlenszerlien osztottuk egy kontroll (n=5) és egy diabeteses
(n=5) csoportra. A diabeteses csoportba sorolt patkanyokat egy alkalommal intraperitonealis
60 mg/ttkg streptozotocinnal oltottuk be, olddszerként 0,05 mol/l-es koncentracioju steril
citrat-puffert hasznaltunk. Az injekcié utani vércukor-értékeket teljes vérbdl, a vért az allatok
farok-vénajabdl nyerve, Accu-Check Active glukézmérével hataroztuk meg. A diabetes
mellitus diagndzisat 2 egymast kdvetd napon mért 13 mmol/l feletti vércukorszint esetén
mondtuk ki. Az ezt kdvetd 2-3 hétben az allatokat szorosan obszervaltuk. A diabeteses
csoportban a ketoacidézist szubkutan inzulin (NPH, 2,0 E/ttkg) alkalmazasaval kerultuk el,
melyet 48 oraval a kisérletek megkezdése el6tt flggesztettiink fel. Egy éjszakai éhezést
kovetéen 10 mg/ttkg, szondan &at, per os adagolt kloral-hidratos béditast kdvetéen a
farokvénaba kanul-behelyezés tortént. A kanulén at 35, 50 vagy 100 NE epoetin bétat;
kontrollként pedig 0,2; 0,5 vagy 1,0 ml fiziologias sooldatot juttatunk be, 15 perces
id6kdzonként. A vércukorszintet egy masik farokvénabdl, 5 percenként hataroztuk meg.
Adataink meger6sitése érdekében 2 dllat esetében intersticialis glukdz-monitorozast

végeztink CGMS készulék segitségével (n=2; Paradigm 522).

Sejtvonal: In vitro vizsgalatainkhoz 3T3-L1, egér zsirsejtvonalat hasznaltunk. A preadipocyta
formaban érkez6 sejtvonalat 75 cm®-es flaskakon osztottuk szét, majd a kisérletekhez 60
mme-es Petri-csészéken szélesztettik. A normal és a magas glukozszintet kétféle tenyésztd

médiummal modelleztiik, igy dsszesen a sejtek 10 napot toltéttek egyik vagy masik glukéz-
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koncentracioban. A kisérletet akkor végeztik el, amikor a sejtek tébb mint 90%-a zsirsejt
fenotipust mutatott (kerek sejtforma, a plazmaban lipid-cseppek). Tizenkét éras szérum-
deprivaciot kovetéen a foszforilacios kisérletekhez 5, a GLUT4 kihelyezddés vizsgalatahoz
30, az izotdp felvétel meghatarozasahoz 100 perces inkubacidkat vegeztink 2, 20, 200 vagy
400 nmol/l inzulin vagy a jelzett koncentraciéju r-mo-EPO jelenlétében. Az Akt aktivacio
gatlasahoz a foszfatidilinozitol-3-kinaz PI3K-inhibitor, LY294002-t hasznaltuk (50 pmol/l, 30

percig).

A zsirsejtek indito- differencialo- és tenyésztbmédiumanak elkészitéséhez hasznalt médium
gyarilag 72 mg/l para-tirozint tartalmaz. Az EPO-rezisztencia vizsgalatdhoz ezzel megegyezd
mennyiségl para- vagy orto- tirozint adtunk a médiumhoz, igy a sejtek 10 napig valamelyik
izoformat tulsulyban tartalmazé médiumban tenyésztettik. Ezt a fentihez hasonlé

kivitelezésl kezelés kovette.

Western blot analizis: Az inzulin- vagy r-mo-EPO kezelést kdvetéen a sejteket Trisz-Triton
extrakciés pufferben lizaltuk. A fehérjekoncentraciot a ,Bio Rad protein assay kit
segitségével, moédositott Breadford-modszer alapjan hataroztuk meg. A mintakat 2x-es
Laemli-pufferrel kevertlk, a fehérjéket 90 °C-on denaturaltuk, majd 10%-os SDS-PAGE
soran szeparaltuk Oket. A transzfer polivinilidene difluoride membranra tortént. A
membranokat 5%-0s BSA-t és 0,1% Tween-t tartalmazoé trisz-NaCl oldatban blokkoltuk, majd
a primer antitestekben (1:1000) egy éjszakan at, 4 °C-on inkubaltuk [anti-foszfoSer(473)-Akt;
anti-Akt; anti-foszfoThr(202)/Tyr(204)ERK és anti-ERK ellen]. Mosast kovetbéen a
membranokat az elsédleges antitesthez kompatibilis masodlagos, torma-peroxidaz (HRP)
jelolt antitesttel inkubaltuk (1:2000; anti-nyudl IgG). Tovabbi mosast kdvetbéen a blotokat
felerdsitett immunluminescenciaval tettik lathatova, majd rontgenfilmen elShivtuk (Kodak
XAR). Strippelést kdvetben az 6ssz Akt és ERK jeldlést végeztik el. A denzitometrias

analizist Scion Image program hasznalataval végeztik.

Az EPO-R jeldlés esetén kezeletlen 3T3-L1 sejteket vittlink fel, pozitiv kontrollként K-562
sejtek szolgaltak. Az immunoblotot kdvetéen anti-EPO-R antitesttel, inkubaltuk éket. (1:200)
4 °C-on, egy éjszakan at. A masodlagos jelblést kdvetben az elézbekhez hasonldan

végeztik az el6hivast.

GLUT4 plazma membran frakcionalasa: A zsirsejteket biotinilaciot kovetéen lizaltuk. A

sejteket a csészékrél felkapartuk, centrifugaltuk, majd a felllusz6 fehérjetartalmat a

korabban részletezett mddszerrel meghataroztuk. Standard 10 pg teljes sejtlizatumot vittiink

fel pozitiv kontrollként. A mintakbdl 200 ug-ot Pierce Streptavidin magneses gyongyodkkel
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inkubaltunk folyamatos razassal 4 °C-on, egy éjszakan at. A biotinilalt fehérjéket magnes
segitségével lehuztuk, majd haromszor Trisz-Triton extrakcids pufferrel mostuk. A mintakat
7,5%-0s SDS-PAGE soran szétvalasztottuk, anti-GLUT4 els6dleges antitesttel jeloltik
(1:1000; egy éjszakan at; 4 °C-on), majd masodlagos antitest-oldatban egy o6ran at

inkubaltuk (1:2000; anti-nyul 1I9G). Az elbhivas a fent részletezett médon tortént.

Az izotop-jelzett glukozfelvétel vizsgalata: 1zotépos kisérleteink soran a zsirsejteket 12
oras faktor-megvonast kovetéen 30 percig glukézmentes médiumban inkubaltuk. A
médiumot lecserélve minden tenyészetre 2 ml glukézmentes médium kerult, melybe 1-1
uCi/ml deoxi-D-[°H]glukézt adtunk. A sejteket ndvekvd koncentracidju r-mo-EPO-val, vagy
inzulinnal kezeltik. A felvételt 100 perc utan allitottuk meg. A sejteket a Petri-csészérél
kaparassal tavolitottuk el, majd a médiumot centrifugaltuk. Harminc perces lizist kovetéen
(70 ul; Trisz-Triton extrakciés puffer) a mintakbdl 30 ul-t vettiink ki szcintillaciés szamlalas
céljabdl. Ezt koévetben a mintdk fehérje-tartalmat Bio-Rad kit segitségével,
spektrofotométerrel hataroztuk meg. A glukézfelvételt 5 perces mérés atlagos radioaktivitasa
és a fehérje-koncentracid hanyadosaval adtuk meg [percenkénti belités/ug (counts per
minute; CPM)/ug)].

Immuncytokémia: GLUT4-transzlokacids vizsgalataink soran tripszines emésztést kdvetben
a zsirsejteket poly-L-lizinnel boritott fed6lemez darabokra tapasztottuk, majd 0,5% FBS-t
tartalmaz6, normal, vagy magas gluk6zszinti DMEM-ben tenyésztettik 24 6ran at. Hatvan
perces szérum-megvonast kdvetéen a tenyészeteket inzulinnal vagy r-mo-EPO-val kezeltuk
30 percig. A kezelés végén a sejteket 4%-os para-formaldehiddel 60 percig, szobahdén
fixaltuk. A blokkolds nagy sotartalmu foszfat-pufferben tortént. Ezt kovetbéen az igy
permeabilizalt sejteket GLUT4 elsédleges antitesttel inkubaltuk (1:1000; 3%-o0s BSA/PBS
oldatban; egy éjszakan at; 4°C-on). A magas sétartalmu PBS-sel mostuk, majd masodlagos
antitestként Cy3-konjugalt anti-nyul IgG-vel inkubaltuk (1:4000; 3% BSA/PBS) egy €jszakan
at, 4 °C-on. Tovabbi mosasi koroket kévetéen 0,5 mg/ml Hoechst 33 342-vel festettlik. A

fedb6lemezeket fedtik és Iézer konfokalis mikroszkdp segitségével vizsgaltuk.

Statisztikai analizis: Az adatokat atlag+SE formaban fejeztik ki. A statisztikai elemzést
egymintas Student-féle T-probaval, valamint parositott vagy parositatlan T-prébaval
vegeztuk el, az SPSS 17.0-s verzidjanak hasznalataval. Szignifikans kulénbségnek a 0,05

alatti p-érteket vettlk, melyeket az abrak és tablazatok alatt jeloltunk.



3.2. EPO-rezisztencia in vitro vizsgalata

TF-1 erythroblasztok: Kisérleteinkhez TF-1 (CRL-2003) erythroblasztokat hasznaltunk. A
tenyésztés RPMI-1640 médiumban tortént. A kisérleteket megel6zéen 3 napig a sejteket 20-
20 mg/l para- orto- vagy meta-tirozint tartalmazé médiumban tenyésztettik. A proliferacios
kisérletekhez a 3 IU/ml rh-EPO-t adtunk az erythroblasztokhoz hasonl6 koriimények kozott.
A Western blot kisérletek el6tt, 12 oras faktor megvonast kévetéen 10 perces kezeléseket
végeztunk 3 lU/ml rh-EPO-val.

Sejtproliferaciés vizsgalatok: A Petri-csészékre (60 mm) standard sejtszamot vittiink fel (2
x 10°/ml), a tenyésztémédiumhoz 20 mg/l para-, orto- vagy meta-tirozint adtunk. A sejteket
ez utan rh-EPO-val vagy hianyaban tenyésztettiik 3 napig. A sejtproliferacioés vizsgalatokhoz
naponta, steril korulmények kozott vettink mintat. A sejtszamokat Burker-kamras
szamlalassal, két fliiggetlen vizsgald hatarozta meg, majd a kapott eredményeket atlagoltuk.
Végil a tenyészeteket lizaltuk, majd egy éjszakas -80 °C-on tortént tarolast kovetéen a
fehérjekoncentraciot meghataroztuk. A koncentracié-fliggés vizsgalatahoz a médiumhoz
szintén 20 mg/l para- orto- vagy meta-tirozint, valamint a két utdobbihoz még 0; 20; 40 vagy
80 mg/l para-tirozint adtunk, majd a sejteket 3 napig tenyésztettik. Az RPMI-1640 médium

eredetileg 20 mg/l para-tirozint tartalmaz.

modszerrel, Bio Rad protein assay kit segitségével hataroztuk meg. Az eredményeket ug/pl-
ben szamoltuk, az eredményeket az EPO-kezelt és a kontroll sejtek fehérjetartalmanak

aranyaban adtuk meg.

Nagyteljesitményl folyadék-kromatografia (HPLC): A kulénb6z6 tirozin-izoformak
fehérjékbe torténd beépilésének bizonyitasahoz fluoreszcens HPLC-mddszert alkalmaztunk.
A para-, orto- és meta-tirozin szinteket reverz fazisi HPLC segitségével hataroztuk meg (Cqg
szilikon oszlop, 250 x 4 mm), fluoreszcens detekcioval (Aex= 275 nm; Agy= 305 nm). A
koncentraciokat kllsé standard segitségével hataroztuk meg, az eredményeket a para-, orto-

, vagy meta-tirozin és az dssz-tirozin aranyaban fejeztuk ki.

Western blot analizis: A r-hu-EPO-val tortént kezelést kdvetéen az immunoblot a 3T3-L1
sejtek esetében részletezett moédon zajlott. A hasznalt elsédleges antitestek a kovetkezben
voltak: anti-foszfo-Thr(202)/Tyr(204)-ERK; anti-foszfo-Tyr(694)-STAT5; anti-ERK; anti-

STATS valamint anti-B-aktin (1:1 000). A masodlagos antitest jel6lés, az el6hivas is a fentiek
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szerint zajlott. Az eredményeket az aktivalt és az 6ssz ERK 1/2 és STATS5 aranyaban, a -

aktinra korrigalva adtuk meg.

Statisztikai analizis: Az adatokat atlagtSE formaban fejeztik ki. Az elemzést az SPSS
program 17.0-s verziojanak hasznalataval végeztik el. A szignifikans kulonbségeket az
abrak magyarazataban jeldltik. A normal eloszlast Kolmogorov-Smirnov teszttel
bizonyitottuk. A sejtproliferacids kisérletek, a HPLC-s mérések, valamint a fehérjemérések
esetén ANOVA-t végeztiink Bonferroni post-hoc tesztjének hasznalataval. A Western blot
eredményeinek esetén a kezeletlen kontroll sejtekben mért foszforilaciot vettik 100%-nak,
majd egymintas T-probat végeztink. A csoportok kozoétti dsszehasonlitdéshoz ANOVA-t

hasznaltunk.



4. Eredmények

4.1. Az EPO szénhidrat-anyagcserére kifejtett hatasai

Human vizsgalat alapjan az EPO csokkenti az intersticialis glukézszintet

Két diabeteses beteglink felborult szénhidratanyagcsere-egyensulya miatt CGMS
felhelyezése valt szikségessé. A betegek renalis anaemiajuk miatt EPO (epoetin béta)
kezelésben részesiltek. A CGMS-készilék altal mért adatokat feldolgozva azt talaltuk, hogy
mindkét beteg esetén a posztprandialis cukorértékek atlagai k6zott szignifikans eltérés van.
Az EPO injekcid6 beadasa utani napokon a készilék szignifikansan alacsonyabb

glukézértékeket detektalt.

Akut vércukorszint-csokkento hatas allatkisérletben

A vizsgalt diabeteses allatok kiindulasi vércukorszintje 24+10 mmol/l volt, mig az
egészséges patkanyokban 5+3 mmol/l-es kiindulasi vércukorszintet mértink. Az
intravénasan beadott rh-EPO minden hasznalt dézis esetén szignifikansan csokkentette az
allatok glukézszintjét a kontroll kisérletekben tapasztaltakhoz képest (35, 50, vagy 100 1U;
p<0,05). A legintenzivebb, 1,32 mmol/l-es csdkkenést a legnagyobb, 100 IU ddézisnal
észleltik. Az egyes EPO-adagok hatasara doézisfliggd vércukorszint-cstkkenést értink el
(p<0,05). Egészséges allatokban nem talaltunk szignifikans, koncentraciéfliggé hatast.
Hypoglikémiat, vagy barmilyen egyéb mellékhatast a kisérletek soran egyik csoportban sem

észleltlink.

EPO hatasara novekszik a zsirsejtek izotop-jelzett glukozfelvétele

A normal glukézszint (5 mmol/l) mellett tenyésztett zsirsejtekben szignifikans deoxi-D-
[*H]glukoz felvételt mértiink a kezeletlen kontrollokhoz képest, az 6sszes alkalmazott inzulin-
koncentracio esetén (2, 20, 200 vagy 400 nmol/l). A magas glukéz (25 mmol/l) jelenlétében
tenyésztett sejtek glukozfelvételét az inzulin nem ndvelte. Ebbdl arra kdévetkeztethetiink,

hogy a magas glukéz jelenlétében ndvesztett sejtkultirakban inzulin-rezisztencia alakult ki.
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Masrészrél, a normal glukéz jelenlétében tenyésztett adipocytakban nem volt
kimutathatdé névekedés a deoxi-D-[*H]glukéz felvételben egyik alkalmazott EPO-
koncentracional sem (0,15; 0,3; 0,625; 1,25 vagy 2,5 ng/ml). Azonban a magas glukézon
novesztett sejtek esetén mar 0,15 ng/ml EPO-koncentracid szignifikdnsan megnovelte a
glukozfelvételt, a kezeletlen kontrollsejtekhez képest (p<0,05). A maximalis, mintegy 65%-0s

glukozfelvétel-ndvekedést, a 0,625 ng/ml-es EPO-koncentracional talaltuk.

A két hormon kombinacidjaval is végeztink kezeléseket az EPO inzulin-hatasra
kifejtett hatasanak vizsgalatara, magas (25 mmol/l) glukoz jelenlétében. A zsirsejteket 2, 20,
200 vagy 400 nmol/l inzulinnal EPO nélkul vagy 0,625 ng/ml EPO-val kezeltuk 100 percen &t.
Csupan inzulin-kezelés hatasara nem észleltink szignifikdns glukézfelvételt a kontroll
csoporthoz képest, azonban a hozzaadott EPO szignifikans deoxi-D-[*H]glukéz-felvételt
indukalt (p<0,05).

A JAK/STAT utvonal gatlasa a szelektiv JAK2-inhibitor AG490-nel nem volt hatassal
a zsirsejtek EPO indukalta glukéz-felvételére. Tehat az észlelt hatas nem a klasszikus EPO-

R aktivalt utvonalon keresztll valdésul meg.

EPO fiiggd Akt- és ERK-aktivacié

Normal glukdz-koncentracié (5 mmol/l) mellett tenyésztett sejteken az EPO-kezelés
nem volt hatassal az Akt-aktivaciora egyik hasznalt EPO-koncentracié mellett sem. Ezzel
szemben magas glukézon tenyésztett zsirsejtek esetén az EPO-kezelés hatasara jelent6s
Akt-foszforilacié-indukcid kovetkezett be (p<0,05). Maximalis hatast 10 ng/ml-es kezelési
koncentraciéo esetén tapasztaltunk. Magasabb koncentraciok esetén a foszforilacid nem
fokozodott tovabb, de emelkedett maradt. Bizonyitottuk azt is, hogy a PI3K-inhibitor
LY294002 teljesen meggatolta az inzulin és az EPO indukalt Akt-foszforilaciét, ezzel

nyilvanvalova valt, hogy a talalt EPO hatés a PI3K/Akt utvonalon jon létre.

A zsirsejtek egyuttes inzulin- és EPO-kezelése megndvekedett Akt-aktivaciéval jart, a
csupan inzulinnal térténd kezeléshez képest. Ez arra utal, hogy magas gluk6z esetén a

csokkent inzulin-érzékenység EPO segitségével javithatd lehet.

Az ERK1- és ERK2-foszforilacidé vizsgalata esetén az EPO kezelés hatastalannak

bizonyult normalis glukéz-szint mellett, még a magasabb kezelési koncentraciok esetén is.
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Magas glukdéz koncentracid esetén azonban szignifikans ERK-foszforilacio noévekedést

talaltunk minden koncentracio esetén, a kontroll sejtekhez képest (p<0,05).

Az EPO fokozza a GLUT4 plazmamembranba torténé kihelyezédését
Ismert, hogy a GLUT4 sejtmembranba térténé transzlokacidja inzulin-dependens és

Akt medialt folyamat. Bizonyitottuk, hogy EPO hatasara a zsirsejtekben Akt-aktivacié és
megndvekedett glukézfelvétel zajlik, ezért immuncytokémiai és Western blot vizsgalatokat
végeztink annak felderitésére, hogy ezen hatasok egyuttjarnak-e a GLUT4 kihelyezddés
fokozodasaval. EPO hatasara egyértelmi GLUT4 kihelyez6dés tortént magas glukézon
tenyésztett zsirsejtek esetén. Pozitiv kontrollként normalis glukézon tenyésztett, inzulin-

kezelt sejteket hasznaltunk.

A transzporter kihelyez6dést immunoblot vizsgalattal objektivizaltuk. EPO hatasara —
az inzulinhoz hasonléan — a mintdk membran-frakcidjdban hatarozott jel6lédést

tapasztaltunk, mig a kezeletlen kontroll mintdkban nem volt detektalhaté GLUT4-jeldl6dés.

3T3-L1 adipocytakban EPO-receptor mutathaté ki

Eddig nem volt ismert az EPO-R jelenléte adipocytak felszinén, azonban kisérleteink
soran EPO-R-t sikerllt kimutatnunk a 3T3-L1 sejvonalban. Pozitiv kontrollként névekvd
koncentracioban K-562 sejtlizatumot hasznaltunk. Az EPO-rezisztencia modellezése

zsirsejteken

Orto-tirozin hatasara csokken az EPO indukalt glukézfelvétel

3T3-L1 sejteket orto-tirozin jelenlétében tenyésztve, csdkken a sejtek EPO indukalt
deoxi-D-[*H]glukdzfelvétele. Mig a para-tirozinon tenyésztett sejtekben minden vizsgalt EPO-
koncentracional szignifikans glukézfelvétel-ndvekedést észleltiink, addig orto-tirozin

jelenlétében az EPO-kezelés hatastalan maradt.
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4.2. Az ortho- és meta-tirozin kezelés EPO-rezisztenciat okoz

Orto- vagy meta-tirozin jelenlétében csdkken az EPO indukalt proliferacié

Az EPO proliferativ hatasanak vizsgalatara para-, orto- vagy meta-tirozin tartalmu
médiumban tenyésztettik a TF-1 erythroblasztokat, EPO jelentében vagy hianyaban.
Eredményeink alapjan kimondhatjuk, hogy a para-tirozinon tenyésztett sejtek esetében a
sejtszam EPO jelenlétében idéfiiggd modon nétt. Orto- vagy meta-tirozin jelenlétében az
EPO-ra adott proliferacios valasz szignifikdnsan kisebb volt, mint a para-tirozin esetében

tapasztalt (p<0,05). A legnagyobb kilénbséget a tenyésztés 3. napjan észleltik.

Ezt kovetbéen megvizsgaltuk, hogy mekkora az a para-tirozin koncentracid, mely
ellensulyozni tudja az orto- és meta-tirozin-kezelés EPO-rezisztenciat okozé hatasat
(koncentracio-fliggés). Az orto-tirozin jelenlétében elmaradt EPO-valaszt mar 40 mg/l-es
para-tirozin visszaallitotta, azonban a meta-tirozin hatasanak kivédésére 60 mg/l para-

tirozinra volt szikség.

Eredményeink megerésitésére meghataroztuk a sejtlizatumok fehérje-koncentraciojat
para-, orto- vagy meta-tirozinnal, EPO-val vagy EPO nélkil, 3 napig tenyésztve. A meta-
vagy orto-tirozinnal kezelt sejtek lizatuma szignifikansan kevesebb fehérjét tartalmazott, mint
a para-tirozinnal kezelt sejteké (p<0,05). A fehérje-koncentracié valtozasat az EPO-

kezelt/kezeletlen mintak fehérjetartalmanak aranyaval fejeztiik ki.

HPLC-analizis alapjan az adott tirozin-modosulat beépiil a sejtet alkoté
fehérjékbe

Az erythroblasztok fehérjéinek tirozin tartalmat HPLC-vel hataroztuk meg. Az orto-
tirozinnal kezelt sejtek para-tirozin tartalma EPO-mentes médiumban nem kulonbdzétt a
kontroll sejtekben mért para-tirozin mennyiségtél. A meta-tirozinnal kezelt sejtek — EPO-

mentes médiumban tenyésztve - kevesebb para-tirozint tartalmaztak, mint a para-tirozinnal
kezeltek (p=0,003).

Azok a sejtek, melyeket EPO jelenlétében orto- vagy meta-tirozinnal kezeltunk,
kevesebb para-tirozint tartalmaztak, mint a para-tirozinon tenyésztett erythroblasztok
(p<0,001).
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Az orto-tirozin a sejtfehérjékbe nagyobb aranyban éplilt be az orto-tirozinnal kezelt,
mint a para- vagy meta-tirozinnal kezelt sejtekben. A kilonbség mind EPO jelenlétében,
mind nélkule megtartott volt (p<0,001). Tovabba az orto-tirozinnal és EPO-val kezelt sejtek

orto-tirozin tartalma nagyobb volt, mint az EPO nélkul tenyésztett sejteké (p<0,001).

A meta-tirozinnal tenyésztett sejtek fehérjéi tobb meta-tirozint tartalmaztak, mint a
para- vagy orto-tirozinnal tenyésztett sejteké mind az EPO jelenlétében, mind az EPO

jelenléte nélkuli tenyésztés hatasara (p<0,001).

Az orto- vagy meta-tirozin jelenléte csokkent STAT5- és ERK-aktivaciot
eredményez

Western blot kisérleteink soran az EPO indukalt STAT5- és ERK1/2-aktivaciot
vizsgaltuk. Para-tirozinon tenyésztett sejtekben, szignifikans, tébb mint tizszeres STATS-
foszforilacié-novekedést tapasztaltunk, melyet a 3 napos orto- és meta-tirozin kezelés gatolt
(p<0,05).

EPO hatasara a para-tirozinon tenyésztett, kontroll sejteken szignifikans ERK1- és 2-
foszforilacié-ndvekedést figyeltink meg. Azonban orto- és meta-tirozin jelenlétében az
aktivacio szignifikdnsan kisebb mértékl, tehat az EPO-kezelés hatastalannak bizonyult
(p<0,05). Ebbdl arra kovetkeztethetlink, hogy orto- és meta-tirozin hatasara a sejtekben

EPO-rezisztencia alakul ki.

Az orto- és meta-tirozin stabilitasanak vizsgalata HPLC-vel

Az RPMI-1640 médium eredetileg 110,4 pmol/l para-tirozint tartalmaz. A kontroll
médium szennyezettségének kizarasara HPLC-méréseket végeztink. A kisérlet kiindulasi,
vagyis 0. napjan a para-tirozint tartalmazé médiumban 0,03 pmol/l orto- és meta-tirozin
tartalmat mértiink, mely a teljes para-tirozin koncentracié 0,02%-anak felel meg. Ezt
kdvetben, naponta végeztink méréseket. Nem tapasztaltunk szignifikans valtozast az orto-

vagy meta-tirozin tartalomban a 3 napos kisérlet soran.
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5. Megbeszélés

A kozelmultban az EPO szamos nem-erythroid hatasara deriilt fény. Munkank soran
ezek kozll a szénhidrat-anyagcserében betoltétt szerepére koncentraltunk. Bar Rigalleau és
munkacsoportja két beteg esetén is a szénhidrat-haztartas felborulasat észlelték az EPO-
terapia bevezetését kdvetéen [12], mi allatkisérletben akut vércukorszint-csdkkentd hatast
tapasztaltunk. Masok a HbA,-szint jelentés csdkkenése ellenére sem talaltak EPO hatasara
kllénbséget az atlagos vércukorszintekben [13]. Mi, ezzel szemben, human megfigyeléseink
soran, hatarozott glukézszint-csokkentd hatast lattunk CGMS-sel. Tekintve, hogy a kronikus
vesebetegek esetén fellépd renalis anaemia kezelésére EPO-terapia szikséges, ebben a
betegcsoportban jelentésége van a jarulékos hatasok — igy a szénhidrat-anyagcserére

kifejtett hatas — megismerésének is.

Bizonyitottuk, hogy az r-hu-EPO doézisfuiggd mddon csokkenti allatkisérletben a
vércukorszintet mar 5 perc utan, mely arra utal, hogy az EPO akut glukézszintcsokkents-
hatassal rendelkezik in vivo. A rovid hatasidé pedig gyors molekularis mechanizmusok
szerepére utal. In vitro kisérleteket végeztink a hattérben alld jelatviteli utak és

glukézfelvétel-valtozasok felderitése céljabdl.

Izotépos méréseink eredményeibdl kiindulva azt feltételeztik, hogy a patkanyokban
tapasztalt vércukorszint-csokkenés GLUT4-transzlokaciéhoz kothetd. Ennek
alatdmasztasara immuncytokémiai kisérleteket végeztink, melyeket plazmamembran-
frakcionalassal erésitettink meg. Bizonyitottuk, hogy magas glukézon tenyésztett sejtekben,
EPO hatasara — az inzulin hatasahoz hasonléan — n6tt a membran frakcid GLUT4 tartalma,
tehat transzporter kihelyez6dés tértént, mig a kezeletlen, kontrollcsoportban ez elmaradt.
Specifikus JAK2 gatlo jelenlétében az izotop-felvételi vizsgalatot elvégezve azt lattuk, hogy a
zsirsejtek EPO indukalt glukoz-izotop felvétele megtartott maradt. Ezzel bizonyitottuk, hogy
az EPO metabolikus hatdsa nem a JAK/STAT utvonalon érvényesul. Immunoblot
vizsgalataink soran azonban az Akt-foszforilaciot a PI3K-gatld LY294002 segitségével
sikeresen ki tudtuk védeni. Tekintve, hogy az EPO-kezelés csak magas glukdéz mellett volt
hatdsos, arra kdvetkeztetlink, hogy az EPO glukdzcsdkkentd hatésa leginkabb hyperglikémia
esetén érvényesul. Tovabba az EPO fokozta magas glukdzszint mellett az inzulin Akt-

aktivalo hatasat.
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Mivel a diabeteses vesebetegek jelentds része részesul ESA-kezelésben, a citokin
metabolikus hatasait kutaté tanulmanyok nyilvanvalo klinikai jelentéségre tehetnek szert.
igéretes kutatasi irany lehet ez egy olyan EPO-varians kifejlesztése, amely alacsony

proliferativ hatas mellett rendelkezik a glukozcsdkkentd tulajdonsaggal.

Mivel az EPO-kezelést kiterjedten hasznaljak a rendlis anaemia kezelésére, a
csokkent valaszkészség komoly probléma. A Baltimore Longitudinal Study on Aging soran
egeszseges, nem anaemias egyéneket vizsgaltak. Azt talaltak, hogy az EPO-szint
valtozatlan hemoglobinszint mellett az életkorral né [14]. Vanasse és Berliner lehetséges
magyarazataként a révidebb vorosvertest élettartamot nevezi meg [15]. Masrészrél, Dai és
munkacsoportja felvetette, hogy az &6regedés a mitokondridlis elektron-transzportlanc
elektron-csorgasan keresztil megnétt ROS-produkciéhoz vezet [16]. Eredményeik —
hasonléan a mieinkhez — tamogatjak azt az elméletet, miszerint a korral névekvé ROS-
termelédés szerepet jatszhat az EPO-érzékenység csokkenésében. Emellett, McCullough és
munkacsoportja azt talaltak, hogy a névekvd ESA-dozissal egyltt né a betegek
kardiovaszkularis kockazata, az elért hemoglobin-szinttél fliggetlenil [17]. Bar a magasabb
EPO-dézis tobb nem kivant mellékhatas kialakulasat is eredményezi, feltételezziik, hogy ez
egy epifenomén, tehat a kardiovaszkularis események megndvekedett szama nem a
magasabb EPO-doézis, hanem a mogotte allé korélettani folyamat, az orto- és meta-tirozin
sejtalkoto fehérjékbe torténé beépulésének eredménye. Ez hasonlé ahhoz a tényhez, hogy a

halalozas nem az inzulin-dézissal, hanem magaval az inzulin-rezisztenciaval fliigg 6ssze [18].

Vizsgalataink sordn megvaltozott a szemléletink a csokkent EPO-valaszkészség
okait illetéen. Ugy gondoljuk, hogy a kiilénbdzé hianyallapotokban, gydgyszerhatasok esetén
és tarsbetegségekben az EPO csdkkent hatékonysaga nem igazi EPO-rezisztencia. EPO-
rezisztencia alatt véleménylnk szerint a jelatviteli karosodasok értenddk. Ennek egyik okara

kiséreltiink meg jelen munka soran fényt deriteni.

Munkacsoportunk korabbi vizsgalatai alapjan ismert, hogy kronikus veseelégtelen
betegekben a plazma para-tirozin szintje alacsonyabb, mint az egészséges kontroll
személyekben [19]. Ezzel szemben a kronikus veseelégtelen csoportban szignifikdnsan
magasabb vizelet orto-tirozin szintet talaltunk, mint a kontrollcsoportban. A diabeteses és a
diabeteses-veseelégtelen csoportban a vizelet orto-tirozin szint még magasabbnak adodott
[20]. Bar egyes tanulmanyok szerint nincs Osszefliggés az orto-tirozin szint, valamint a
bioldgiai kor k6zo6tt, munkacsoportunk az orto- és meta-tirozin felhalmozédasat mutatta ki

cataractas szemlencsékben [21].
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Mig a fenilalanin ‘OH hatasara létrejové tirozin-izomerjeit mindeddig kizardlag
biomarkerként tartottak szamon, eredményeink alapjan valdszinisithetd, hogy oki szerepet
jatszanak a hormon-rezisztenciak kialakulasaban. Tehat nem passziv markerként, hanem a
pathomechanizmus aktiv résztvevéiként tekinthetiink rajuk. Feltételezzik, hogy a kéros
tirozin-izomerek fehérjékbe torténé beépulése nem csupan az EPO-rezisztenciat okozhatja.
Abbdl kévetkezden, hogy az orto- és meta-tirozin hatasara létrejott csdkkent proliferacios
aktivitas, para-tirozin kezelés hatasara visszaallithatonak bizonyult, a para-tirozin
szupplementaciéo hatékony lehet késdbbiekben a hormon-rezisztencia kezelésében. Ez
utobbi hypotézisink egy beadott szabadalom alapjat is képezi [European/US patent
application (reference number: 01319EP-13773E/)].

Osszefoglalva eredményeinket kimondhatjuk, hogy az EPO - melynek eddig is sok
arcat ismerhettik meg - vércukorszint-csokkenté hatassal is rendelkezik. Masrészrél talan

magyarazatot talaltunk az EPO-rezisztencia pathomechanizmusara is.
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6. A dolgozat tézisei

6.1. Az EPO szénhidrat-anyagcsere hatasai

e Az EPO in vivo akut vércukorszint-csokkent6 hatassal rendelkezik.

Az EPO in vitro, a GLUT4 plazmamembranba térténé transzportja révén,

noveli a zsirsejtek glukézfelvételét.

Zsirsejtekben EPO-kezelés hatasara Akt- és ERK-aktivacié megy végbe, mely
sajat receptoron keresztil valdésul meg. Az Akt-foszforilacié PI3K-gatioval

kivédhet6.

Az EPO in vitro ndveli az inzulin glukdzfelvételre és Akt-aktivaciora kifejtett

hatasat.

Az orto-tirozin in vitro gatolja a zsirsejtek EPO fliggd glukdzfelvételét
6.2. Az orto- és meta- tirozin sejtfehérjékbe torténd beépulése EPO-rezisztenciat okoz

e Az orto- és meta-tirozin in vitro idéfuggéen gatolja az EPO kivaltotta

sejtproliferaciét, mely hatas para-tirozinnal gatolhato.

e Az erythroblasztokat orto- vagy meta-tirozin jelenlétében tenyésztve a koros
tirozin médosulat a para-tirozin helyébe beépll, tehat csokken a sejtek para-

tirozin tartalma, mikdzben orto- és meta-tirozin tartalmuk né.

e Az orto- és meta-tirozin gatolja az EPO indukalt ERK1/2- és STATS-

foszforilaciot.
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