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1.BEVEZETES

Vizsgalataink sordn az oxidativ- és a karbonil stressz szerepével foglalkoztunk cukor- és
vesebetegségben. Kiilonos figyelmet szenteltlink a hidroxil szabad gyok stabil termékének, az orto- és

a meta-tirozin jelentGségének (1. dbra)

| p-Tyr
R R
ENZYINE
/)'H OH
\ R ‘OH
o OH OH
Phe m-Tyr
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1. abra A fenilalanin (Phe) konverzidja orto-, meta- és para-tirozinna (o-, m-, p-Tyr). A
vastag nyil ( =———)) jeloli a fiziologias, enzimatikus reakcidiranyt, a vékony nyilak
pedig ( — ) azokat az iranyokat, amerre a reakcio hidroxil szabad gyok hatasara
mehet. -OH = hidroxil szabad gyok.

A 2-es tipust diabetes mellitus (DM) kialakulasat, szamos egyéb folyamat mellett, a
periférids szovetek (izom, zsir és m4j) inzulinrezisztencidja és a -sejtek inzulinszekrécids
defektusa egyiittesen okozza. Ismert, hogy a 2-es tipusi DM-et csokkent glukdztolerancia
(impaired glucose tolerance, IGT) és/vagy emelkedett éhomi vércukorérték (impaired fasting

glucose, IFG) el6zi meg (1.).
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Az inzulin az intracellularis protein foszforilacidés kaszkad rendszeren keresztiil
enzimet €s ezzel aktivalja azt (2.). Az igy termelddott nitrogén-monoxid (NO) hatasara a
vazizomzatban megnyilnak a prekapillaris nutritiv arteriolak (tn. kapillaris ,,recruitment”
zajlik), az inzulin eljut a nutritiv kapillarisokba, amelyek endotéljén keresztiilvandorolva a
parenchymas sejtekben fejti ki anyagcserehatasat (3.).

Ha csokken, vagy kiesik az inzulinszekrécio elsé fazisa, a korai posztprandialis
id6szakban hyperglykaemia alakul ki, ami tovabbi gatlo hatast fejt ki az inzulinszekrécio elsé

fazisara (2. abra).

IGT, obezitas vagy 2-es tipusu diabetes mellitus

Inzulinvalasz els6 fazisanak csokkenése vagy kiesése

U

Korai posztprandidlis glukoz és triglicerid-emelkedés
Kronikusan ismétlddd gluko- és lipotoxicitas a nutritiv arteriolakon
Renin-angiotenzin rendszer aktivalodasa

U

Nutritiv arteriola endotélialis karosodasa
(szabadgyok-termelddés és glikacio)

Inzulin nem képes megnyitni a nutritiv arterioldkat

Inzulin-rezisztencia, hipertonia és
szervkarosodas (pl. koros albuminuria)

2. abra A pancreas [-sejt betegsége miatt az inzulinvalasz elsé fazisa kiesik, ami a
vazizomzatban inzulin-rezisztenciahoz, a szisztémas keringésben hypertonidhoz és
szervkarosodashoz vezet.

A diabetes mellitus és szovédményeinek kialakuldsdban és progressziojaban tobb

tényez0 is szerepet jatszik, ezek kozill az egyik legfontosabb a glukotoxicitds. Brownlee és
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mtsai kozleménye alapjan négy kiilonboz6 mechanizmus teheté feleléssé a diabeteses
glukotoxicitas kialakulasaért (4). Ilyen a fokozott aktivitast poliol anyagcsereut, a nem
enzimatikus glikacios végtermékek (AGE) fokozott képzddése és felszaporodasa, valamint a
fokozott protein kindz C (PKC) aktivitas, illetve a megnovekedett hex6zamin anyagcserett-
aktivitas ¢és a koOvetkezményesen fokozott O-glikozilacid, amelyeket a kovetkezd abra

szemléltet (3. abra).

Szabadgyok-taltermelés

!
Poly(ADP)ribéz polimeraz (PARP) aktivalodasa
!
Gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz enzimaktivitas csokkenése
) !
! !
Metilglioxal- és diacilglicerol-akkumulécid l
! l !
AGET PKCT l
Fruktoz-6-foszfat-akkumulécio

!

Hexo6zamin anyagcsereut-aktivalodas

e e e e e — —

Glukoéz-akkumulacid

!

Poliol anyagcsereut-aktivacio

3. abra A Brownlee altal leirt sejtkarosité folyamatok diabetes mellitusban.
AGE=el6rehaladott nem enzimatikus glikacios végtermék, PKC=protein kinaz C (4).

Az oxidativ stressz, a nem enzimatikus glikacio, a hex6zamin és a poliol anyagcserett
az inzulin intracellularis jelatvitelének az Akt-n keresztiil zajlo irdnyat gatolja, ez az inzulin-
rezisztencia 1ényege (4. abra), melynek anyagcsere-romlas, vérnyomasemelkedés, a masik
oldalon pedig (MAPK 1t) — a jelatvitel intakt volta miatt — vazokonstrikci6 és sejtproliferacio

az eredménye.
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[ Inzulin — inzulinreceptor interakcio ]

Intracellularis hatasok

v v
| Akt (PKB) | l MAPK |
N i) ) N
Anyagcsere ||Vazodilatacio Vazokonstrikcio| | Proliferacio
(GLUTA4) (NO) (ET-1) differenciacio

4. abra Sematikus abra az inzulin intracellularis jelatvitelérél. Az wun. inzulin-
rezisztencia esetén csak az Akt (PKB) utvonal karosodik, a MAPK utvonal intakt
marad.

A glikaciés végtermék-fragmentumok egyediili, valodi eliminécios szerve a vese. A
vese proximalis tubulus sejtjei nagy szamban expresszalnak AGE receptort (RAGE).
Allatkisérletes adatok szerint a glikacios fehérjefragmentumok, a kismolekulasulyn
fehérjékhez (pl. inzulin) hasonlé modon, szabadon filtralodnak 4t a glomerulusokon, a
proximalis tubulusok felszinén 1évd RAGE-khoz kotédnek, a tubularis sejtekbe
reabsorbealodnak, és tovabb degradalodnak (5, 6). A vérben keringé glikacids termékek a
glomerulus bazalis membranon (GBM) vald atjutds soran kapcsolédhatnak a membran
fehérjéihez. Az ott in situ termel6dé dialdehidek a GBM fehérjéi kozott kereszthidakat
létesithetnek. Ezek a folyamatok a GBM normalis negativ toltését csokkenthetik az éltal, hogy
egyrészt a membranhoz kotott heparinoidok mennyiségét csokkentik, masrészt a termel6do
szabad gyokok a negativ toltésti szialsav maradékok lehasadasat okozzak. A Keresztkotések
létrejotte a porusatmérd novekedéséhez vezethet. A vérben keringé fehérjéknek a GBM-hez
valo kotédése a membran megvastagodasat okozza. A glomerularis endotélsejtek fokozottan
ateresztOvé valnak, ami szerepet jatszhat a proteinuria kialakuldsédban és progresszidjaban. A

crer

hatéstalanitja, illetve peroxinitritet képez, ami sejttoxikus. A mezangiumsejtek a glikacios
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termékek hatasara fokozzak az extracellularis matrix fehérje termelését, ami mezangialis
expanzidhoz vezet (7). A mezangiumsejtek emellett, hasonloan a simaizomsejtekhez,
citokineket és novekedési faktorokat is termelnek, amik szerepet jatszhatnak a korai
stadiumban a glomerularis hipertréfia, hiperfiltracié és a proteinuria kialakulasaban (8). A
mezangiumsejt normalis viszonyok kozott az intraglomerularis nyomas szabalyozasanak
egyik fontos szerepldje, mert simaizom szerlien viselkedve kontrakciora és relaxaciora képes.
Ha a glikécios termékek lerakddasa miatt megnd a sejtekben a szabad gyokok koncentracioja,
akkor elveszithetik relaxacios képességiiket.

Vesebetegségekben mar az urémia kialakuldsa eldtt oxidativ stressz-jelenségek
figyelhetdk meg a vérben ¢és a vizeletben. Feltételezhetd, hogy ennek hatterében a karbonil
stressz vezetd szerepet jatszik. Ugy tiinik, hogy kifejezetten érintett a glutation redox-rendszer
(9,10), amire indirekt moédon az is utal, hogy a keringésben viszonylag koran megjelennek a
szérumalbumin kiilonb6zé oxidalt formai (11). Az oxidativ stressz hatasara, az NF-xB
aktivalodasa révén, citokinek termelddnek. Ez a gyulladdsos jelenség kiilonosen aktivnak
tlinik veseelégtelenségben, akkor is, ha nem gyulladasos eredetli a vese-alapbetegség. A
citokinek hatasdra a sejtekben ndvekszik a szabadgyok-termelés. Feltételezhetd, hogy
veseelégtelenségben ennek az egész folyamatnak a meginditdja és fenntartdja a karbonil

stressz termékek retencidja, melynek legeredményesebb kezelése a vesetranszplantacio (12).

A dohanyzas nem csak a cardiovascularis-, hanem a vesebetegségek kockazati
tényezdjeként is ismert. Mitdbb, nem csak az aktiv, hanem a passziv dohdnyzas is szerepet
jatszik a kronikus vesebetegségek (CKD) iniciaciojaban és progresszidjaban, sét a dohanyzas
inzulin-rezisztenciahoz és a diabeteses nephropathia kialakulasahoz és progressziojahoz is
vezethet. Mivel a CKD a fokozott cardiovascularis morbiditds és mortalitds kockazati

tényezdje, ezeknek a betegeknek csokken az életkilatasa és romlik az életmindsége. A
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dohanyzéas mindkét nemben fiiggetlen prediktora a végallapott veseelégtelenségnek és noveli
az albuminuria, proteinuria kockazatat is. Az adatok azt tamasztjdk ala, hogy a dohanyzas
altal megnovelt atherogén kockazat emeli az arteria renalis sztendzisanak valdszintiségét és
igy az ischaemids vese rizikdjat is. IgA- és lupus nephropathidban a dohanyzas egyértelmiien
gyorsitotta a progressziot. A vesepotlo kezelésben részesiild6 dohdnyosok mortalitdsa
magasabb, mint a nem dohanyos tarsaiké. A pathomechanismusban szamos tényezd jatszik

szerepet, azonban minden esetben kiemelhet6 az oxidativ stressz jelentdsége (13, 1. tablazat).

1. tablazat A dohanyzas indukalta vesekarosodas pathomechanismusa (13)
Hyperfiltratio
e ismétlodé akut hiperperfuziok + kronikus endotélidlis karosodas —
hyperfiltratio
Oxidativ stressz
e A CKD kifejlédésével parallel: né a malondialdehyd + hidrogén-peroxid
e (Csokken a glutation-peroxidaz + katalaz + szuperoxid-dizmutaz aktivitasa
e A dohanyfiist vizoldékony komponensei
— vazoaktiv reaktiv oxigén- és nitrogén-termékek
— gyulladédsos génexpresszido — endotélidlis diszfunkcid
e Dohanyosokban csokken az NO bioldgiai hozzaférhetésége + CKD-
betegekben: alacsonyabb NO-termelés — renalis vazokonstrikcid + mezangialis
sejtproliferacio
Reverzibilitas
e Ismeretlen az un. ,,point of no return” a dohanyzas okozta vesekdrosodas
soran
e A dohanyzas abbahagyasa altalaban csak a nem sulyos dohdnyosokban okoz
albuminuria-normalizalodast

CKD = kronikus vesebetegség, NO = nitrogén-monoxid.
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2.MODSZEREK
Klinikai és laboratoériumi modszereket hasznaltunk.

Cukor-, vese- és hypertonias betegeket tanulmanyoztunk, sét a dohanyzas hatasat
egészséges Onkénteseken is vizsgaltuk. Rutin klinikai értékeiket vetettiik Gssze a vér és
vizelet  oxidativ  stressz- és  glikdciés  végtermékszintjével  ill.  iritésével,
génpolimorfizmusukkal, a szovettanban latott O-glikozilacioval és egyéb fénymikroszkopos
jellegzetességeikkel, vizeletalbumin-sajatsagaikkal, szemlencsefehérje-modosulasaikkal és
endogén ouabain szintjiikkel, keresztmetszeti és prospektiv kovetéses vizsgalatokban, sot

intervencios analizis soran is.

Végeztiink allatkisérleteket patkanyon, in vitro sejttenyészeteket tanulmanyoztunk,

modelleztiik a glomerulédris haematuriat, a dohanyfiist, az oxidalt fenilalanin-szarmazékok ¢és

crer

3.EREDETI TUDOMANYOS FELISMERES (csatlakozé kozlemény romai szdma)
Legfontosabbnak azt a felismerésemet tartom, amely szerint nem elég az oxidativ
és karbonil stressz akut hatasait kivédeni, hanem a szubakut karosodasok megelozése is
sziikséges ahhoz, hogy a kezelés valoban eredményes legyen. Az ehhez a gondolathoz
vezetd tudomanyos eredmények a kdvetkezok:
1. A glikaci6 és az oxidacio egyiittes jelenlétében termelddd glikoxidacios termékek,
mint pl. az Un. AGE-fluoreszcencia és a karboximetil-lizin szérumszintje, jo
szénhidrathaztartassal rendelkezé 2-es tipusti cukorbetegekben csak besziikiilt

vesefunkcio esetében magasabb. (1)
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Az ischaemias szivbeteg, 2-es tipusu cukorbetegek GFR-je alacsonyabb, szérum-
AGE-szintje ¢és vizeletalbumin-iiritése magasabb, mint a szivbetegségben nem
szenvedoké. (1)

A nem enzimatikus glikacio reverzibilitasaért felelés FN3K enzimnek a G900C
polimorfizmusa, CC varidnsa esetén a 2-es tipusi cukorbetegség késobbi
¢letkorban kezdddik. (I1)

A metilglioxal ventromedialis hypothalamusba torténd injektalasaval, patkanyban
metabolikus syndroma kelthetd, melynek hatisara a vese tubulointersticiumaban
akkumulaloédik az AGE-imidazolon és a renin, amelyek feleldssé tehetdk a vese
papillafibrozisaért. (111)

A jelenleg ajanlott Osszes prevencids eljardst alkalmazva diabeteses
nephropathidban, a kezelés ellenére is glomerularis és tubularis O-glikozilacios
eltérések mutathatok ki a vese hisztologiai vizsgalata soran, ami arra utal, hogy a
hexd6zamin anyagcsereut aktivacoja nem volt kivédhetd. (1V,V)

Szigori vérnyomaskontrollt alkalmazva IgA nephropathidban a glikoxidéacios
termékek szintje csak akkor emelkedik meg az egészségesekhez képest, ha a
vesefunkcio beszikil.(VI,VII)

HPLC-alapt eljarast dolgoztunk ki, amelynek segitségével egyszerre lehet mérni
az albumin vizeletiiritését és a vizeletalbumin glikoxidaciojat. (VI111)

. A vizeletalbumin glikoxidacidja — 2-es tipusu cukorbetegekben — a vesefunkcidval
és nem a glykaemiaval mutat kapcsolatot, és nem befolyasolja az immunologiai
vizeletaloumin-meghatarozast.(V111)

. A vizelet tobb éves, -80°C-os tarolasa a vizeletalbumin-mennyiség csokkenéséhez
vezet, melyben szerepe lehet a vizelet pH-janak és szulfhidril-csoport

tartalmanak. (1X)
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In vitro modelliink szerint metilglixal hatdsara a glomeruléris vérzésre jellemzo
vorosvértest alakok jonnek Iétre.(X)

A metilglioxalos vorosvértest modelliinkben, a metilglioxal okozta karbonil stressz
oxidativ  stresszhez vezetett, amely intracellularis kalcium-akkumulaciot
okozott.(XI)

Elektronspinrezonancia €s egyéb vizsgalataink alapjan a metilglioxal komplexalja
¢s redukalja a ferri vasat, amely folyamat a metilglioxal kéarositd hatasanak fontos
1épése.(X1)

Végallapotll veseelégtelenségben a magasabb szérum AGE-szint (a karboximetil-
lizin, CML  szérumkoncentracidja)  magasabb  kardiovaszkularis  és
osszmortalitassal jar egytitt.(X11)

Végallapoti  veseelégtelenségben a teljes haldlozas fiiggetlen kockézati
tényezdjének a kor, a kiindulasi kardiovaszkularis betegség, a dohanyzas, a magas
szérum CRP- és AGE-szint bizonyult.(X11)

Az AGE-k és az AGE-k éaltal okozott proteinuria - nephronvesztésen keresztiil -
olyan circulus vitiosust indit meg, amely atherosclerosishoz és a beteg halalahoz
vezethet.(V,XII)

In vitro kisérleteinkben igazoltuk, hogy a dohanyfiist vizes oldata csdkkenti az
endotélsejtek cGMP termelését ¢és a bradikinin = kivaltotta kalcium-
akkumulacigjat. (X111, X1V)

A dohanyfiist vizes oldata ndveli az eNOS aktivald (Ser(1177)) és gatlo (Thr(495))
foszforilacigjat is, de jobban emeli a gatld foszforilacio mértékét.(XV)

A dohanyfiist vizes oldata hatasara a normalisan homodimer eNOS monomerekre

torténd szétesése volt megfigyelhetd.(XV)
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A dohanyfiist vizes oldata hatasara az Akt (protein kindz B) aktivalod
foszforilacidja (Ser(473) csokkent, aminek hatdsa lehet szamos jelatviteli
folyamatra (pl. eNOS aktivacio csokken, inzulin-jelatvitele csokken, stb.). (XV)
Eredményeink alapjan valdsziniisithetd, hogy a dohanyfiist vizes oldata a protein
kinaz C-B-n keresztiil fejti ki eNOS-hatasat. (XV)

A dohanyfiistnek ezek a hatasai részben, vagy teljesen kivédhetdk glutationnal,
mint nem specifikus aldehid- és szabadgyok-elfogoval.(X111-XV)

Akut humén vizsgalatban a cigaretta szivasa a vese rezisztencia indexének
csokkenésével jar, ami feltehetden hyperfiltraciot okoz a vesében.(XVI, XVII)

In vitro, myograph-os vizsgalatok alapjan a dohanyfiist vizes oldatanak hidrogén-
peroxid tartalma az arteria renalis els0 oszlasan vazodilataciot valt ki, ami
endotéltél fliggetlen, direkt simaizomhatisként valosul meg, az L-tipust
kalctumcsatorndk,  vagy a Na+-Ca2+-cseretranszp0rter befolyasolasan
keresztil.(XVI)

Human, retrospektiv, hisztologiai vizsgalatunk szerint valdsziniisithetd, hogy a
dohanyzasnak szerepe van a Kimmelstiel-Wilson-1¢zi6 kialakulasaban.(XV111)
Diabetes mellitusban és diabeteses illetve nem-diabeteses vesebetegekben a vizelet
orto-tirozin tiritése magasabb, mint egészségesek esetében, ami fokozott hidroxil
szabadgyok-képzodésre utal.(X1X)

A diabeteses betegcsoportok orto-tirozin frakcionalt exkrécidja meghaladta a
100%-ot és a vizelet orto-tirozin koncentracidja nem korreldlt a szérum orto-
tirozin szintjével, amik arra utalhatnak, hogy a hidroxil szabad gyok vesében

torténd, in loco képzddésével kell szamolnunk.(X1X)
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Az orto-tirozin frakcionalt exkrécidja tizszer magasabbnak bizonyult, mint a para-
tiroziné, ami lehetdvé teszi az afizioldgias  orto-tirozin  hatékony
eliminalasat.(X1X)

Szemlencsefehérjék analizisével kimutattuk, hogy a diabeteses és a nem-diabeteses
kataraktas lencsék vizoldékony fehérjéinek relativ fenilalanin tartalma
alacsonyabb, mint az egészségeseké.(XX)

Mind az egészséges, mind pedig a kataraktis szemlencse homogenizatum

rrrrr

rrrrr

frakcioban talalhato fehérjék hidroxil szabadgyok-altali karositasara utal.(XX)

A diabeteses és a nem-diabeteses kataraktas szemlencsék homogenizatumaban
magasabb a meta-tirozin és az orto-tirozin koncentracidja, mint az
egészségesekében.(XX)

Az orto- és meta-tirozinon novesztett zsirsejtek — a 25 mmol/l glukézon
neveltekhez hasonloan — inzulin-rezisztensekké valtak. (nem kozolt adatok,
szabadalmi kozzététel: Pub.No.: WO/2012/176009, Pub.Date:27/12/2012)

Az inzulin jelatvitelében kulcsszerepet jatszo Akt aktivald foszforilacidja orto- és
meta-tirozin hatasara ugyantgy csokkent, mint a 25 mmol/l-es glukéztartalmu
médiumban. (nem kozolt adatok, szabadalmi kozzététel: Pub.No.:
WO/2012/176009, Pub.Date:27/12/2012)

Az orto- és meta-tirozinon nevelt zsirsejtek a koros aminosavakat a tapoldat
gluko6z- és inzulin-tartalmatol fiiggetleniil felvették és az intracellularis fehérjékbe
beépitették. (nem kozolt adatok, szabadalmi kozzététel: Pub.No.:

WO/2012/176009, Pub.Date:27/12/2012)
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Az oxidativ stressz mértéke a periférias erek felé csokken, ami befolyasolja az erek
vazodilatacios készségét inzulinra. (nem kozolt adatok, szabadalmi kozzététel:
Pub.No.: WO/2012/176009, Pub.Date:27/12/2012)

Az oxidativ stressz novekedésével az ERK1/2 utvonal aktivalodik, ami az inzulin-
hatas csokkenésével jar egyiitt. (nem kozolt adatok, szabadalmi kozzététel:
Pub.No.: WO/2012/176009, Pub.Date:27/12/2012)

A femoralis artériaban, ahol az aortadhoz képest sokkal kisebb az oxidativ stressz az
inzulin hidrogén-peroxidon keresztiil vazorelaxaciot okoz. (nem kozolt adatok,
szabadalmi kozzététel: Pub.No.: W0O/2012/176009, Pub.Date:27/12/2012)

Az oxidativ stresszt akutan noévelve (hidrogén-peroxid+aminotriazollal) vagy
csOkkentve (szuperoxid dizmutdz+katalazzal, SOD+CAT) az erek vazoaktivitasat
mérsékelten tudjuk csak befolyasolni. (nem kozolt adatok, szabadalmi
kozzététel: Pub.No.: WO/2012/176009, Pub.Date:27/12/2012)

A hidroxil szabad gyok okozta oxidativ stressz végterméke, az orto-tirozin
oxidativ stressz nélkiil, orto-tirozin etetése révén is ki tudtuk valtani a hatast. (nem
kozolt adatok, szabadalmi kozzététel: Pub.No.: WO/2012/176009,
Pub.Date:27/12/2012)

Az inzulin-rezisztencia és az atherosclerosis is az oxidativ stressz kdvetkezménye
lehet.(XXI)

A pszeuddhipoxia-okozta oxidativ stressz gatolhatja a mdj gluk6z-6-foszfataz
enzimét.(XXII)

Pszeudohipoxia modelliinkben a gluk6z-6-foszfatdz enzimgatlast mind a lipid-

peroxidacio, mind a hidroxil szabadgydk-képzddés okozhatja. (XXII)
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43. Pszeudohipoxia modelliinkben a vas-ATP komplex a lipid-peroxidaciot a vas-
EDTA komplex a hidroxil szabad gyok képz6dését segiti el6. (XXII)

44, Human, 2-es tipusu, inzulinrezisztens cukorbetegen végzett vizsgalatunkban
els6ként igazoltuk, hogy a rezveratrol — valdszinileg az orto-tirozin
mennyiségének csoOkkentésén keresztil — mérsékli az inzulin-resztenciat és
csokkenti az intersticialis cukor szintjét. (XXII1)

45. Az endogén ouabain szérumszintje a tarsbetegségekkel rendelkezd hypertoniés
betegekben magasabb ¢és Osszefligg az ¢jszakai vérnyomadssal, illetve a
szubklinikus célszervkarosodasokkal. (XXIV)

46. Az endogén ouabain nem mutat dsszefliggést az orto-tirozin szintjével, de az orto-
tirozin szintjét a vesefunkcio nagymértékben determindlja hypertonias betegekben.
(XX1V)

47. A kettdés renin-angiotenzin-aldoszterin-rendszer gatlas (ACEI+ARB) nem
befolyasolta az endogén ouabain szintjét hypertonids betegekben, azonban
megsziintette az ouabain szintje és a szubklinikus célszervkarosodasok kozotti

Osszefiiggést. (XXV)

4.0SSZEFOGLALAS

Az akut oxidativ-, vagy karbonil stresszhatdsok azok, amelyeket egy akut
antioxidans kezeléssel, vagy glikdcios végtermék eltavolitassal (pl. egy inzulin
injekcid révén a szénhidratanyagcesere rendezésével, vagy aktudlis haemodializissel)
orak alatt mérsékelni lehet. Az akut hatasok tartos, vagy ismétlodo fennallasa azonban

szubakut hatasba fordul at, ami tobb, mint az akut hatdsok Osszessége, ¢s ezek a
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szubakut hatdsok mar csak hetek, honapok alatt védhetdk ki (pl. cukorbetegségben
hetekig tarté intenziv inzulinkezeléssel, az un. attéréssel, vagy veseelégtelenségben
vesetranszplantacioval). Természetesen ismertek az oxidativ- és a karbonil stresszre
kronikusan hato tényezok is, ezek példaul genetikai polimorfizmusok, vagy gyakran
epigenetikai modosulasokat jelentenek, amelyek a DNS, vagy a hozza kapcsolodo
hiszton valtozasaiban manifesztalodnak (ezek visszaforditasa a jelenlegi

modszerekkel nem mindig lehetséges).

A glikacid, karbonilacid és oxidativ stressz tartds és ismétlddé fennallésa,
annak szubakut és kronikus hatasai miatt, a hagyoméanyos antioxidans vitaminkezelés
nem lehet eredményes Onmagaban (lasd nagy klinikai tanulméanyokban a
vitaminkezelések hatistalansagat), mert ez csak az akut hatdsokat célozza meg, ezért
tovabbi, a szubakut és lehetdség szerint a kronikus elvéltozasokra is célzott
kezelésekkel kell ezt kiegésziteni. Tovabbi gondot jelent az antioxidans E-
vitaminkezeléssel kapcsolatban, hogy ez direkt médon a lipid-peroxidaciot gatolja, és
sajat megfigyeléseink szerint a szubakut hatdsokat jelentd elvaltozasok (koros
aminosavak, glikacios végtermékek képzdodése) inkabb a vizfazisban zajlanak.
Masrész a vizoldékony antioxidans kezelés gatolhatja az agonista, pl. az inzulin

crer

hormon intracellularis jelatviteléhez sziikséges.

Vizsgalataink szerint a diabetes mellitus, a hypertonia, a kronikus vesebetegségek, a
cardiovascularis betegségek és a dohanyzas noveli a szabadgyok-képzodést, a glikaciot, a

karbonilaciot, és csokkenti a nitrogén-monoxid biologiai hozzaférhetdségét (5. abra).
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A fehérjék glikaciojat csokkentheti a fruktdzamin-3-kinaz enzim, melynek

polimorfizmusai KRONIKUS HATAST fejthetnek ki és eredményeink alapjan késleltethetik

a diabetes mellitus manifesztalodasat.

A hidroxil szabad gyok oxidalt aminosavak (orto- és meta-tirozin) képzOdését
indithatja meg, amely folyamatot rezveratrollal meg tudtuk szakitani. Kimutattuk, hogy a
glikacios végtermékek (pl. az imidazolon) novelhetik a lokalis renin-angiotenzin-aldoszteron-
rendszer (RAAS) aktivitasat a vesében. Az angiotenzin II és az aldoszteron aktivalja a
NAD(P)H-oxidaz enzimet, aminek kovetkeztében akut oxidativ- és karbonil stressz alakul ki,
amelyet a vizeletben {iritett albumin modosulasa révén, vagy a glomerulonephritisekre
jellemzd glomeruléris tipust vesevérzés modellezésével mutattunk ki. Az akut oxidativ- és

karbonil stressz rontja a kockazati tényezdket (cukor-, magasvérnyomads-betegség, stb.) de a

crer

Vizsgélataink szerint az ismétlddden jelentkezd akut hatasokat tartdosan kedvezden
befolyasolhatja a RAAS-gatlas, ami ,antioxidans” kezelésnek mindsiill az altal, hogy
csokkenti a NAD(P)H-oxidaz enzim aktivitasat és adataink szerint kedvezd a vesebetegség
progresszoja szempontjabol is. Bizonyitottuk, hogy a rendszeresen ismétl6dé akut oxidativ- és
karbonil stressz epizddok hyperfiltraciot, O-glikozilaciot, a dohdnyzas esetében a vesében
Kimmelstiel-Wilson-1éziot, a keringésben endogén ouabainszint-emelkedést, a vizeletben
proteiniiritést okoznak. Eredményeink arra utalnak, hogy a GFR csokkenése glikacios
végtermék-, orto- és meta-tirozin-akkumulaciohoz és ez altal karosodasokhoz (pl. koéros

fehérjeképzddéshez) vezethet. Ezek a nem élethosszig tartd, szubakut karosodasok
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(SZUBAKUT HATASOK) specialis kezeléseket igényelhetnek, amelyek még kidolgozasra

varnak. Adataink szerint a szubakut hatasok kezelése nélkiil biztosan veseelégtelenséghez és

mortalitasnévekedéshez vezetnek az emlitett folyamatok.

Olyan 1j, komplex kezelésre van sziiksége betegeinknek, amely az oxidativ- és

karbonil stressz akut, szubakut és kronikus hatésainak kivédésére egyarant alkalmas.
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P Oxidativ- és karbonil stressz-betegségek <«

(DM, CKD, HT, CVD, dohanyzassal kapcsolatos betegségek)

Rezveratrol

|

Glikacid, endodigin, ROST, NO| ——p> m-Tyrf, o-Tyr]

KRONIKUS
HATAS FN3K NF-kB1
hormon-rezisztencia — .
Gyulladasos citokinek?
AKUT HATAS /\ SZUBAKUT
Citokin-receptor ~ Szubklinikus gyulladés (CRP?) HATAS

AGE—}RAASTT} NADPH-oxid4z enzim aktivitas?

!

RAAS-gatlas ROST ———p Glomerularis haematuria

< Akut oxidativ- és karbonil stressz—p-Vizeletalboumin-modositas

!

Hiperfiltracié, O-glikozilacid

!

KW 1ézi6, endodigint, proteinuria, GFR-besziikiilés —pp 0-Tyrf ——— P

Glikozilacids és glikacids termékek akkumulacidja (pl. O-glikozilacio, CML,

imidazolon, AGE fluoreszcencia)

Veseelégtelenség, mortalitas]

5. abra A disszertacioban leirt sajit eredmények (alahuzott és kékhattérrel kiemelt
helyek) és az irodalmi adatok alapjan fennall6 kapcsolatok oOsszefoglalé (sematikus)
abrazolasa. DM-=diabetes mellitus, CKD=kronikus vesebetegség, HT=hypertonia,
CVD=kardiovaszkularis betegség, ROS=reaktiv oxigénszarmazékok, NO=nitrogén-monoxid,
m-Tyr=meta-tirozin, o-Tyr=orto-tirozin, FN3K=frukt6zamin-3-kinaz polimorfizmusa, NF-
kB=nuklearis faktor kappa-B, CRP=C-reaktiv protein, RAAS=renin-angiotenzin-aldoszteron-
rendszer, AGE=glikacios végtermék, KW=Kimmelstiel-Wilson, CML=karboximetil-lizin.
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1.INTRODUCTION

Our studies concerned the role of oxidative and carbonyl stress in diabetes mellitus
and kidney disease. We placed a special emphasis on the importance of the stable products of

hydroxyl free radical, i.e. ortho- and meta-tyrosine (Figure 1.)

| pTyr
R =
enzyme
AH OH
\ R OH
o OH OH
Phe m-Tyr

o-Tyr

Figure 1. Conversion reactions of phenylalanine (Phe) to ortho-, meta- and para-
tyrosine (0-, m- and p-Tyr). The bold arrow (====p) marks the physiological, enzymatic
reaction pathway, while the thin arrows (——) mark those reaction pathways, where
the reaction can be driven by hydroxyl free radical. -OH = hydroxyl free radical.

The development of type 2 diabetes mellitus (DM) is caused by, among other factors,
the combination of insulin resistance of peripheral tissues (muscle, fat and liver) and the
insulin secretory defect of the B-cells. It is known that, DM is preceded by impaired glucose

tolerance (IGT) and/or impaired fasting glucose (IFG) (1.).
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Insulin leads to the phosphorylation of the endothelial nitric oxide synthase (NOS)
enzme in the serinell77 position via the intracellular protein phosphorylation cascade,
thereby leading to its activation (2.). NO produced this way is then able to open the nutritive
precapillary arterioles in the skeletal muscles (a so-called ’capillary recruitment’ takes place),
thus insulin is able to get to the nutritive capillaries, and by migrating through their
endothelium, excerts its metabolic effect on the parenchymatous cells (3.).

If the first phase of insulin secretion is decreased or missing, hyperglycaemia develops
in the early postprandial phase that exerts a further inhibitory effect on the first phase of
insulin secretion and on the capillary recruitment leading on the one hand to further loss of
insulin secretion, and on the other hand to insulin resistance and elevation of blood pressure

and finaly to organ damage (Figure 2.).

IGT, obesity or type 2 diabetes mellitus

U

Decrease or abscence of first phase of insulin secretion §
Early postprandial glucose and triglyceride elevation

Chronic repetitive gluco- and lypotoxicity on the nutritive arterioles

Activation of the renin-angiotensin system
U
Endothelial damage of the nutritive arteriole
(free radical production and glycation)

Insulin fails to open the nutritive arterioles
U
Insulin-resistance, hypertension and targer organ damage
(eg. abnormal albuminuria)

Figure 2. As a consequence of impairement of the pancreatic B-cells, the first phase of
insulin response is lost, that leads to insulin resistance in the sceletal muscle and to
hypertension and organ damage.
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Numerous factors play a role in the development of diabetes mellitus and its
complication, one of the most important of which is glucotoxicity. Four distinct mechanisms
could be responsible for the development of diabetic glucotoxicity according to Brownlee et
al. (4). These are the increased activity of the polyol pathway, the increased production and
accumulation of non-enzymatic glycation end products (AGES), the increased activity of
protein kinase C (PKC) and the increased flux through the polyol pathway with the resulting

increased O-glycosylation, as demonstrated on the following figure (Figure 3.).

Overproduction of free radicals

!
Activation of poly(ADP)ribose polymerase (PARP)

!
Decrease in enzyme activity of glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
) !
!
Methylglyoxal and diacylglycerol accumulation |
! ! !
AGET PKCT l

Fructose-6-phosphate accumulation

Activation of hexosamine pathway

e e e e e — —

Accumulation of glucose

!
Activation of polyol pathway

Figure 3. Cell-damageing processes in diabetes mellitus described by Brownlee.
AGE=advanced glycation end product, PKC=protein kinase C (4).

Oxidative stress, the non-enzymatic glycation, the hexosamine and polyol pathways
inhibit that branch of the intracellular signaling of insulin that is mediated by Akt. This is the
essence of insulin resistance that results in metabolic deterioration, high blood pressure on the
one side, while on the other side (through the MAPK pathway) — as the signaling of this

pathway remains intact — leads to vasoconstriction and cell proliferation (Figure 4.)
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Insulin — insulin receptor interaction

Intracellular effects

Vv V
Akt (PKB) MAPK
Metabolism Vasodilation Vasoconstriction Proliferation
(GLUT4) (NO) (ET-1) differentiation

Figure 4. Schematic drawing of the intracellular signaling of insulin. In case of the so-
called insulin resistance, only the Akt (PKB) pathway is impaired, while the MAPK
pathway remains intact.

The only organ of elimination of glycation end products is the kidney. The proximal
tubular cells of the kidney express a large number of receptor of AGE (RAGE). According to
animal experiments, the glycation protein fragments, just like small molecular weight proteins
(eg. insulin) are freely filtered through the glomeruli, then bind to the RAGES on the surface
of the proximal tubuli, are reabsorbed into the tubular cells and further degraded there (5, 6).
The circulating AGEs, while passing through the glomerular basement membrane (GBM) can
attach to membrane proteins. There, the in situ formed aldehydes can lead to cross-link
formation between proteins of the GBM. These processes may decrease the physiological
negative charge of the GBM by decreasing the number of membrane-bound heparinoids,
furthermore the produced free radicals are able to lead to the cleavage of negative charged
sialic acid residues. The formation of cross-links can lead to an increase in pore diameter.
Attachement of the circulating proteins to the GBM will lead to a thickening of the basement
membrane. The glomerular endothelial cells will become more permeable that may play a role
in the development and progression of proteinuria. The superoxid free radical that is formed,
is able to inactivate NO that plays an important role in the regulation of renal hemodinamics,
it produces peroxynitrite that is a cytotoxic agent. The mesangial cells increase the production

of matrix proteins due to the effect of AGEs, this will lead to mesangial expansion (7).
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Besides that, the mesangial cells — just like smotth muscle cells — can produces cytokines and
growth factors, that play a role in the early phase of development of glomerular hypertrophy,
hyperfiltration and proteinuria (8). Mesangial cells are important in the regulation of
intraglomerular pressure under physiological circumstances, as by behaving like smooth
muscle cells, they are able to constrict and relax. If the concentration of free radicals increases
as a consequence of deposition of AGEs in the cells, they may loose their relaxing ability.

In kidney diseases, oxidative stress processes could be observed in the blood and urine
already before the development of uremia. It can be presumed that carbonyl stress plays an
important role behind that processes. It seems that the glutathion redox-system is highly
affected (9,10), an indirect proof of which is, that diverse oxidated forms of serum albumin
appear relative early in the circulation (11). As a consequence of oxidative stress, due to the
activation of NF-xB, cytikines are produced. This inflammatory process seems highly active
in renal failure, even if the underlying kidney disease is not of autoimmune or infective
inflammatory origin. Due to the cytokines, free radical production increases in the cells. It is
supposed that in renal failure, retention of carbonyl stress products is initiating and keeping up

this entire process, the most effective treatment of which is the kidney transplantation (12).

Smoking is kown not only to be a risk factor for cardiovascular, but also for renal
diseases. Moreover, not only active but also passive smoking plays a role in the initiation and
progression of chronic kidney diseases (CKD). Furthermore, smoking may lead to the
development and progression of insulin resistance and diabetic nephropathy. As CKD is a risk
factor for an increased cardiovascular morbidity and mortality, these patients have a loss of
expected life-span and a decline in quality of life. In both genders, smoking is an independent
predictor of end-stage renal disease and also increases the risk of alouminuria and proteinuria.

Data support, that the increased atherogenic risk due to smoking increases the probability of
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renal artery stenosis and thus the risk of an ischaemic nephropathy. Smoking has been shown
to accelerate the rate of progression of IgA and lupus nephropathy. The mortality of smoking
patients on renal replacement therapy is higher than that of non-smoking patients. Numerous
factors play a role in the pathomechanism, but in all cases, the role of oxidative stress can be

highlighted (13) (Table 1.).

Table 1. Pathomechanism of smoking-induced renal damage (13)
Hyperfiltration
e repetitive acute hyperperfusions + chronic endothelial damage —
hyperfiltration
Oxidative stress
e Parallel to the development of CKD: increase in malondialdehyde + hydrogen-
peroxide
e Decrease in glutathion-peroxidase + catalase + superoxide-dismutase activity
e Water-soluble components of tobacco-smoke
— vasoactive reactive oxygen and nitrogen species
— expression of inflammatory genes — endothelial dysfunction
e Decreased bioavailability of NO in smokers and patients with CKD: lower NO-
production and effect — renal vasoconstriction + mesangial cell proliferation
Reversibility
e ,Point of no return” in the course of smoking-related kidney damage is
unknown
e The cessation of smoking leads to a normalization of albuminuria only in
non-severe smokers

CKD = chronic kidney disease, NO = nitric oxide

2.METHODS
We used both clinical and laboratory methods.

We studied patients with diabetes mellitus, kidney disease and/or hypertension,
furthermore, the effect of smoking was studied on healthy volunteers. Routine clinical
parameters were correlated with serum levels or urinary excretion of oxidative stress product
or glycation products, gene polymorphisms, extent of O-glycation in the histology or other

light microscopic markers, characteristics of uninary albumin, modification of lens proteins,
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endogenous oubain levels in cross-sectional or prospective follow-up studies, even during

interventional analysis.

Animal experiments on rats were carried out, we applied in vitro cell cultures, we
modeled glomerular hematuria, the effect of tobacco smoke, oxidized phenylalanine-
derivatives and pseudohypoxia. We investigated the relaxation of blood vessels in an ex vivo

model.

3.0RIGINAL SCIENTIFIC OBSERVATIONS (with the roman number of the
corresponding publication)

It is not enough to avoid the acute effects of oxidative and carbonyl stress, but
prevention of subacute damage is also important to have a really effective therapy.
Scientific results leading to this conclusion are as follows:

48. Serum levels of glycoxidation end products, as e.g. AGE-fluorescence and
carboxymethyl-lysine, produced in the comcomittant presence of glycation and
oxidation are elevated in type 2 diabetic patients with a proper glycemic control
and impaired renal function. (1)

49. Patients with ischemic heart disease and type 2 diabetes mellitus have a lower
GFR and higher serum AGE level and higher albumin excretion than patients
without heart disease. (1)

50. In the presence of the CC variant of the G900C polymorphism of the FN3K
enzyme — responsible for the reversibility of non-enzymatic glycation — the onset

of type 2 diabetes mellitus is at a higher age. (1)
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Injection of methylglyoxal into the ventromedial hypothalamus of rats can lead to
the development of metabolic syndrome, which manifests in an accumulation of
AGE-imidazolone and renin in the tubulointerstitium of the kidney, which may be
responsible for the papillary fibrosis of the kidney. (111)

Despite the use of all currently recommended preventive interventions, abnormal
glomerular and tubular O-glycosylation could be detected on histologic evaluation
of the kidney of type 2 diabetic patients, suggesting that the activation of the
hexoseamine pathway could not be prevented. (1V,V)

In case of thight blood pressure control in IgA nephropathy, level of glycoxydation
products is only elevated as compared to healthy controls, if the renal function is
impaired. (VI1,VII)

We elaborated an HPLC-based method which enables the concommitant detection
of the excretion rate and the level of glycoxydation of urinary aloumin. (VI111)

The level of glycoxydation of albumin — in patients with type 2 diabetes mellitus —
is connected with the renal function and not the glycemic status, and does not
influence the immunological detection of urinary alboumin. (V111)

Storage of the urine sample for a few years at -80°C leads to a decline in the
albumin content, in the development of which the urinary pH and the content of
suphhydryl groups of urine may play a role. (1X)

According to our in vitro model, red blood cell shape typical for glomerular
bleeding are formed due to the effect of methylglyoxal. (X)

In our methylglyoxal-red blood cell model, the carbonyl stress induced by
methylglyoxal leads to an oxidative stress, wich evoked an accumulation of

intracellular calcium. (XI)
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Upon our electon spin resonance and other studies, methylglyoxal is able to
complex and reduce the ferric form of iron to ferrous, which process may be an
important step in the damage due to methylglyoxal. (XI)

The higher serum AGE-level (i.e. serum concentration of carboxymethyl-lysine,
CML) is accompanied by a higher cardiovascular and overall mortality in dialysed
patients. (XI11)

In end-stage kidney disease, independent predictors of overall mortality proved to
be age, initial cardiovascular disease, smoking, high CRP levels and high level of
AGEs. (XI1)

AGEs and the proteinuria induced by AGEs can initiate — through nephron loss — a
vitious circle, which can lead to atherosclerosis and the death of the patients.
(V,XI1)

Our in vitro experiments confirmed, that aqueous solution of tobacco smoke
inhibits the cGMP production of endothelial cells, and the bradykinin-induced
calcium-accumulation. (X111, XIV)

The aqueous solution of tobacco smoke increases the activating (Ser(1177) as well
as the inhibitory (Thr(495)) phosphorylation of eNOS, however the rise in the
inhibitory phosphorylation is higher. (XV)

Due to the effect of the aqueous tobacco smoke solution the split of the normal
homodimer forms of eNOS to monomers has been observed. (XV)

Due to the effect of the aqueous solution of tobacco smoke the activating
phosphorylation of Akt (Ser(473)) decreased, which may have an effect on
numerous signaling processes (i.e. decrease in eNOS activation, decrease in insulin

signaling etc.) (XV)
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Based on our result, one can suppose, that the aqueous solution of tobacco smoke
exerts its action on eNOS via protein kinase C-p (PKC-B). (XV)

These effects of tobacco smoke can be partially or totally prevented using
glutathion, as a non-specific aldehyde and free radical scavenger. (XI111-XV)

In an acute human study, cigarette smoking was accompanied by a decrease in the
resistive index of the kidney, probably leading to its hyperfiltration. (XV1, XVII)
According to our in vitro, myographic studies the hydrogen peroxide content of the
aqueous tobacco smoke solution induces vasodilation on the first branching of the
renal artery, which seems to be an endothelium-independent, direkt smooth muscle
effect by influencing L-type potassium-channels or the Na*-Ca®*-antiporter. (XV1)
According to our retrospective, human histological study it can be assumed that
smoking plays a role in the development of the Kimmelstiel-Wilson-lesion.
(XVIII)

In case of diabetes mellitus and in patients with diabetic or non-diabetic kidney
disease, the urinary excretion of ortho-tyrosine is higher than that of healthy
persons, indicating an increased rate of hydroxyl free radical production. (X1X)

In the groups of patients with diabetes, the fractional excretion of ortho-tyrosine
was higher than 100%, furthermore, urinary concentration of ortho-tyrosine did
not correlate with serum levels of ortho-tyrosine, suggesting that we have to face
an in loco, renal production of the hydroxyl radical. (X1X)

Fractional excretion of ortho-tyrosine proved to be ten times as high as that of
para-tyrosine, which enables the effective elimination of the aphysiological ortho-

tyrosine. (X1X)



75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

dc_360_%1

Upon the analysis of lens proteins we verified that, the relative phenylalanine
content of water-soluble proteins of diabetic and non-diabetic cataract lenses is
lower than that of healthy controls. (XX)

Phenylalanine content of the total lens homogenates is higher in healthy as well as
in cataract lenses than that of the water-soluble fraction of lens proteins. (XX)
DOPA, meta-tyrosine and ortho-tyrosine content of total lens homogenates is
higher than that of the proteins of the water-soluble fraction, suggesting hydroxyl
free radical damage of proteins in the non-soluble fraction. (XX)

The meta-tyrosine and ortho-tyrosine concentration of total homogenates of
diabetic and non-diabetic cataract lenses is higher than that of healthy controls.
(XX)

Fatty cells grown on ortho- and meta-tyrosine — just like cells grown on 25 mmol/Il
glucose — became insulin resistant. (unpublished data, patent published:
Pub.No.: WO/2012/176009, Pub.Date:27/12/2012)

Due to ortho- and meta-tyrosine, the activating phosphorylation of Akt, playing a
key role in the signaling of insulin, decreased just like in cells grown on medium
with 25 mmol/I glucose content. (unpublished data, patent published: Pub.No.:
WO/2012/176009, Pub.Date:27/12/2012)

Fat cells grown on ortho- or meta-tyrosine take up and incorporate the abnormal
amino acids into the intracellular proteins, independently of the glucose- and
insulin-content of the culture medium. (unpublished data, patent published:
Pub.No.: WO/2012/176009, Pub.Date:27/12/2012)

The magnitude of oxidative stress increases towards the periphery, influencing the
vasodilating ability of the blood vessels due to insulin. (unpublished data, patent

published: Pub.No.: WO/2012/176009, Pub.Date:27/12/2012)
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An increase in oxidative stresss is accompanied by an activation of the ERK1/2
pathway, which accounts for a diminished insulin-response. (unpublished data,
patent published: Pub.No.: W0O/2012/176009, Pub.Date:27/12/2012)

Insulin can lead to vasorelaxation via hydrogen peroxide in the femoral arteries,
which showed a lower oxidative stress compared to the thoracic aorta.
(unpublished data, patent published: Pub.No.: W0O/2012/176009,
Pub.Date:27/12/2012)

We can only have a moderate influence on vasoreactivity of blood vessels by
increasing (hydrogen peroxide + aminotriazol) or decreasing (superoxide
dismutase + catalase, SOD+CAT) the oxidative stress in an acute manner.
(unpublished data, patent published: Pub.No.: W0O/2012/176009,
Pub.Date:27/12/2012)

Ortho-tyrosine, an end-product of oxidative stress, is per se able to influence
vasorelaxation of blood vessels, decreasing it, and this effect could be mimicked
by feeding of ortho-tyrosine in the abscence of oxidative stress. (unpublished
data, patent published: Pub.No.: W0/2012/176009, Pub.Date:27/12/2012)
Both insulin resistance and atherosclerosis could be consequences of oxidative
stress. (XXI)

Oxidative stress induced by pseudohypoxia may inhibit the glucose-6-phosphatase
enzyme of the liver. (XXI1)

In our model of pseudohypoxia, inhibition of the glucose-6-phosphatase enzyme
activity could be caused by lipid peroxydation as well as by hydroxyl free radical

formation. (XXII)
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90. In our model of pseudohypoxia, the iron-ATP complex could promote lipid
peroxydation, while iron-EDTA complex could promote hydroxyl free radical
formation. (XXII)

91. In our study human study in patients with insulin resistant type 2 diabetes mellitus,
we proved that resveratrol — probably via decreasing the amount of ortho-tyrosine
— is able to decrease insulin resistance and to decrease interstitial glucose levels.
(XXT111)

92. Serum level of endogenous oubain is higher in patients with hypertension and
concommitant diseases, and shows a connection with night-time blood pressure
and subclinical target organ damage. (XXIV)

93. The endogenous oubain does not show any correlation with the level of ortho-
tyrosine, but the ortho-tyrosine level is greatly determined by the renal function in
patients with hypertension. (XXIV)

94. Dual blockade of the renin-angiotesin system (ACEI+ARB) did not influence the
level of endogenous oubain in hypertensive patients, but it diminished the

correlation between oubain levels and subclinical target organ damage. (XXV)

4. SUMMARY

Acute oxidative or carbonyl stress effects could be ameliorated using an acute
antioxidant treatment or removal of the glycation end-products (eg. via normalisation of
carbohydrate metabolism via an insulin injection or via an actual hemodialysis session).
However, the persistence or recurrence of the acute effects can turn into a subacute effect,

which is more than the sum of the acute effects, and which can only be ameliorated within
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weeks or months (eg. in diabetes mellitus using insulin therapy for weeks, the so-called
“break through” phenomenon, or in kidney disease using kidney transplantation). Of course,
also chronic effects are known, like epigenetic alterations, which are connected to the
modification of the DNA or the attached histone (reversion of these effects is not possible
with the now available methods).

Because of the persistant and repetitive occurence of glycation, carbonylation and
oxidative stress, and their subacute and chronic effects, the traditional antioxidant vitamine
treatment cannot be effective on its own (see the insufficiency of vitamine treatments in large
clinical trials), as this targets the acute effects only, therefore it should be concomitted by a
targeted therapy to subacute and — if possible — chronic changes. A further problem with
antioxidant vitamin E therapy could be, that this directly inhibits the lipid-peroxidation, while
according to our observations, the alterations responsible for subacute changes (ie. production
of abnormal amino acids and glycation products) takes place in the aqueous phase. On the
other hand treatment with water soluble antioxidants may inhibit the agonist, e.g. insulin-
induced timed and low level production of hydrogen peroxide, which effect may impaire the

intracellular hormonal signaling.

According to our studies, diabetes mellitus, hypertension, chronic kidney diseases and
smoking increase free radical-production, glycation, carbonylation and decrease the

bioavailability of nitric oxide (Figure 5.).

The rate of glycation of proteins can be inhibited by the fructoseamin-3-kinase

enzyme, polymorphisms of which can excert a CHRONIC EFFECT and according to our

result delay the manifestation of diabetes mellitus.
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The hydroxyl free radical may produce oxidized amino acids (ortho- and meta-
tyrosine), on the basis of our data this process can be interrupted using resveratrol. We have
shown that the glycation end products (eg. imidazolone) can increase the local activity of the
renin-angiotensine-aldosterone-system (RAAS) in the kidney. Angiotensine 1l and
aldosterone activate the NAD(P)H-oxidase enzyme, as a consequence acute oxidative and
carbonyl stress is induced, which we have proved by detecting of the modification of urinary
albumin or by the modeling of glomerular type renal bleeding observed in the
glomerulonephritises. The acute oxidative and carbonyl stress can worsen the risk factors
(diabetes, hypertension), but is also able to lead to an acute progression in target organ

damage (ACUTE EFFECT).

According to our studies, the recurrent acute effects can be beneficially influenced on
a longer term by the RAAS-inhibition, that can be regarded as an ’antioxidant’ therapy, by
decreasing the activity of the NAD(P)H oxidase enzyme and — according to our data — is
favourable for the prevention of the progression in renal disease. We proved that, repetitive
acute oxidative and carbonyl stress can lead to hyperfiltration, O-glycosylation, in case of
smoking to Kimmelstiel-Wilson lesion in the kidney, to an increase of endogenous oubain
levels in the circulation, to proteinuria in the urine. Our data indicate that, the decline in GFR
leads to an accumulation of glycation products, and ortho- and meta-tyrosine and this way to
further damage (eg. abnormal protein production). These, not life-long, subacute effects

(SUBACUTE EFFECTS) might require special treatments, that still await elaboration.

According to our data, without the treatment of the subacute effects, these processes lead to

renal failure and increase in mortality.
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New, complex therapies are required by our patients, that are able to protect against

the acute, subacute and chronic effects of oxidative and carbonyl stress, as well.
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Figure 5. The (schematic) drawing of connections upon our own results described in the theses
(underlined and highlighted with blue background) and described in the literature. DM, diabetes
mellitus; CKD, chronic kidney disease; HT, hypertension; CVD, cardiovascular disease; ROS,
reactive oxygen species; NO, nitric oxide; m-Tyr, meta-tyrosine; o-Tyr, ortho-tyrosine; FN3K,
fructosamine-3-kinase polymorphism; NF-kB, nuclear factor kappa-B; CRP, C-reactive protein;
RAAS, renin-angiotensin-aldosterone-system; AGE, advanced glycation end products; KW-lesion,
Kimmelstiel-Wilson-lesion; CML, carboxymethyl-lysine.
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